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本論文の概要 
バイオ医薬品に用いられるタンパク質は，吸着材ビーズを充填したカラムにタンパク質溶
液を供給して，タンパク質とビーズとの相互作用の差を利用する溶出クロマトグラフィー(溶出
クロマト)によって分離精製される。タンパク質の製造コストの大半を溶出クロマトが占めるた
め，処理速度および処理量を高めるハイスループット精製が求められている。本研究では，
ハイスループット精製を達成するための溶出クロマト用充填剤を作製した。基材として非多孔
性粒子を用い，高分子鎖(ポリマーブラシ)を付与する手法として放射線グラフト重合法を適用
した。作製法の設定条件である照射線量および重合温度を変化させて，得られる充填剤のタ
ンパク質分離性能を評価した。 
溶出クロマトに使われる一般的な充填剤は，基材が架橋アガロースやスチレンジビニルベ
ンゼン共重合体などで，1000Å程度の孔が多数存在する粒子径が 30～100 μmのビーズで
ある。ビーズ全体が網目構造を有していて，この細孔内に多数の官能基が存在する。細孔を
有するため，比表面積が大きくなり，目的タンパク質の吸着容量が大きくなることが特長であ
る。このとき，目的タンパク質の特性ごとに相互作用する官能基の種類を変えることで分離モ
ードを選択している。分離モードの種類は，主に特異的親和力を用いるアフィニティ，静電相
互作用を用いるイオン交換，疎水性相互作用を用いる疎水性の溶出クロマトがある。本論文
では，汎用性の高いイオン交換の分離モードを選択した。 
従来のイオン交換充填剤では，多孔性のビーズが多用されており，目的タンパク質はイオ
ン交換基のあるビーズ内部まで濃度勾配を駆動力とした拡散によって，最大で多孔性ビーズ
の半径の距離を移動する。そのため，吸着工程ではタンパク質溶液の供給速度を上げると，
吸着が間に合わず，回収率が低下しやすくなる。また，溶出クロマト工程では，イオン交換基
から脱離して溶出する目的タンパク質の拡散移動距離の差(最大で多孔性ビーズ半径の差)
が，溶出クロマトグラムでの溶出ピークの広がりに現れるため，溶出液の供給速度を上げる
と，溶出ピークの広がりが広くなり，夾雑物の溶出ピークと重なってしまう。これによって溶出
クロマト分離しにくくなる欠点を有している。そこで，本研究では，濃度勾配を駆動力とする拡
散移動距離を短くするため，“非多孔性”の粒子に高分子鎖であるポリマーブラシを付与する
手法に着目した。非多孔性粒子は，細孔が存在しないため，細孔内のタンパク質の拡散移動
がない。すなわち，拡散移動距離が最大でポリマーブラシの厚さであり，タンパク質溶液の供
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給速度の増加にともなって，吸着速度が増加し，タンパク質精製での処理速度を向上できる
ことが期待される。さらに，溶出液の供給速度の増加による溶出ピークの広がりが小さく，他
の夾雑物の溶出ピークと重なりにくくなることが期待される。 
また，従来のイオン交換充填剤は，イオン交換基の大部分が細孔内表面に分布しており，
イオン交換基が，タンパク質の表面の一部と二次元的な相互作用によって吸着し，タンパク
質を保持している。イオン交換基とタンパク質との相互作用の力の差を利用して，分離する溶
出クロマトにおいて，種々のタンパク質の表面と官能基との相互作用の差が有効に利用でき
ず，溶出クロマトグラムでの目的タンパク質の溶出ピークが夾雑物の溶出ピークと近くなり，
ピーク同士が重なって分離しにくくなる。そこで，本研究では，イオン交換基をポリマーブラシ
上に導入することによって，ポリマーブラシ上にあるイオン交換基がタンパク質表面と多くの
箇所で相互作用し，それによって，イオン交換基と種々のタンパク質表面との相互作用の差
を有効に利用できる。すなわち，タンパク質を多点で吸着させることで，イオン交換基との相
互作用の強さが近いタンパク質同士であっても，効率的に溶出クロマト分離することができ
る。 
しかしながら，非多孔性粒子を選択することは，比表面積が小さく，従来の充填剤に比べ
て，吸着容量の低下が想定される。そこで，ポリマーブラシの構造に着目し，重合条件を検討
することで，溶出クロマトに適した充填剤を作製した。高性能な溶出クロマト用充填剤を設計
するための評価項目として，以下の 3項目を設定した。 
(1) 高い処理速度においてもタンパク質の十分な吸着容量をもっていること 
(2) 吸着したタンパク質が不可逆的な吸着をすることなく，すべて溶出すること 
(3) 処理速度および処理量が高くても種々のタンパク質が分離されていること 
本論文は，6章より構成されており，第 1章では序論を述べ，第Ⅰ部の第 2章および第 3
章，第Ⅱ部の第 4章および第 5章で実験による成果を報告し，第 6章で全体を総括した。第
1章では，タンパク質をはじめとするバイオ医薬品の現状と問題点を示すとともに，問題点を
克服するために放射線グラフト重合法を適用した溶出クロマト用充填剤の作製を提案した。
また，本研究の目的および特色について述べた。 
第 2章では，短い拡散移動距離をもち，吸着容量を高めたポリマーブラシ構造にすること
を目的とした。粒子表面へ付与するポリマーブラシの密度を変えるために，グラフト重合の作
製条件である電子線の線量を 10～200 kGyの範囲に設定し，ポリマーブラシを付与した。照
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射線量が増加するにしたがって，リゾチームの平衡吸着容量および溶出率は，それぞれ減少
および増加する傾向であった。照射線量を増加させることで，PE粒子に発生するラジカル密
度が増加し，リゾチームがポリマーブラシの隙間へ侵入しにくくなるポリマーブラシの間隔に
なるためであることが推察される。 
つぎに，市販の多孔性ビーズおよび作製したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子(以後，
SS粒子)を用いて，タンパク質溶液の供給流量を変化させたときの吸着破過曲線を作成し，
吸着破過曲線から得られる動的吸着容量を比較した。流量を 610～2800 mL/hの範囲に設
定したとき，市販の多孔性ビーズを用いて作成した吸着破過曲線は，流量の増加にしたがっ
て，少ない流出液量で破過が始まった。一方，SS粒子を用いると，流量によらず，破過曲線
が一致した。SS粒子は，流量依存性がなかったことから，短い拡散移動距離を有しているこ
とが推察される。 
第 3章では，タンパク質を多点で吸着し，保持する強さを高めることを目的とした。粒子表
面へ付与するポリマーブラシの長さを変更するために，グラフト重合時の作製条件である重
合温度を変更して，アニオン交換ポリマーブラシ搭載粒子(以後，DEA粒子)を作製した。作
製した粒子をカラムへ充填し，緩衝溶液を供給した時のカラムへの圧力損失は，作製工程で
得られたエポキシ基を有するグリシジルメタクリレート(以後，GMA)粒子を用いた場合，重合
温度によらず圧力損失が一致し，DEA粒子を用いた場合，作製した DEA粒子充填カラムの
圧力損失は重合温度が高いほど減少した。重合温度を変化させて，作製した DEA粒子の吸
着性能を比較すると，重合温度が高いほど，アルブミンの平衡吸着容量および溶出率はそ
れぞれ減少した。低い重合温度ほど，PE粒子表面に高分子量のポリマーブラシが付与され
ることでアルブミンの吸着部位が増加し，さらに粒子表面への不可逆吸着が抑制された。 
つぎに，異なる重合温度で作製した DEA粒子充填カラムへアルブミン溶液中の NaCl濃度
を変化させて供給したときの動的吸着容量の変化率を比較すると，低い重合温度で作製し
た長いポリマーブラシを有するDEA粒子のほうがNaCl濃度増加による動的吸着容量の変化
率が小さくなった。長いポリマーブラシは短いポリマーブラシより，タンパク質の表面電荷を有
する部位と多くの点で結合していることが推察される。 
第4章では，作製した SS粒子充填カラムの溶出クロマトでの分離性能を市販のカチオン交
換ビーズ充填カラムの分離性能と比較した。その結果，SS 粒子充填カラムは，溶出クロマト
において溶出時の線速度 600 cm/h でも α-chymotripsinogen A (chy)， cytochrome C 
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(cyt)，および lysozyme(lys)の隣り合うピークである chy と cyt および cyt と lysの分離度は
それぞれ 2.3 および 1.9 であり，ピークの重ならない分離度(完全分離)の指標である 1.5 を
越え，完全分離を達成した。さらに，SS 粒子充填カラムは，溶出クロマトにおいて溶出時のタ
ンパク質負荷量 12 mg/mL-bedでも chy と cytおよび cyt と lysの分離度はそれぞれ 1.4お
よび 2.7であり，高い分離度を達成した。高い処理速度および処理量を維持したまま，他成分
のモデルタンパク質を分離できることを実証した。 
第 5章では，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子を用いることで生じる充填カラムへの高
い圧力損失の課題を解決するために，(1) 粒子径を大きくすることおよび (2) 粒子充填高さ
を変更して，市販ビーズ充填カラムと同一の圧力損失になる条件で，タンパク質の溶出クロマ
トでの分離性能を比較した。その結果，タンパク質総負荷量を 0.4 mgに設定して，溶出液の
線速度を 150～600 cm/hまでの範囲で変化させたとき，SS粒子充填カラムの分離度は，市
販ビーズ充填カラムのそれを上回った。また，線速度を 300 cm/h に設定して，タンパク質総
負荷量を 0.4～4.0 mgまでの範囲で変化させたとき，SS粒子充填カラムの分離度は，市販ビ
ーズ充填カラムのそれを上回り，分離性能が低下する条件でも SS 粒子が優れたタンパク質
溶出クロマト充填剤であることを実証した。 
第 6 章では，本研究の総括として，工学的および学術的な成果を示し，さらに今後の展望
について述べた。 
本研究の成果は，溶出クロマト担体に適したポリマーブラシの作製方法を設計した
ことである。また，高い分離性能を実証し，分離性能の因子であるカラム効率および
カラム選択性がともに優れていることを見出したことである。タンパク質の溶出クロ
マトにおいて処理速度および処理量を高めても高い分離を維持し，バイオ医薬品のハ
イスループット精製に貢献した。 
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第 1章 序論 
 
1-1 バイオ医薬品の現状と課題 
1-1-1 バイオ医薬品 
生物由来あるいはバイオテクノロジー応用の物質や素材からなるバイオ製品
(Bioproducts)は，医薬品や医療器具にとどまらず食品や各種の生活用品にも利用され，
開発されつつある [1]。その多くは生体成分関連の高分子物質であり，エリスロポエチ
ンや治療用・診断用の抗体医薬，ヒアルロン酸などのバイオ医薬品をはじめ，トウモロ
コシ，ダイズ，ナタネなどの遺伝子組換え作物や組換え酵素利用製品である異性化糖な
どのバイオ食品，また，生分解性プラスチックや組換え酵素配合洗剤などのバイオ生活
用品など，広範な製品があり，開発対象の範囲も拡大の一途を辿っている。このうち，
バイオ医薬品とは，医薬品規制の視点からは日米および EUでほぼ共通に「生物学的製
剤」および「生物薬品(バイオテクノロジー応用医薬品および生物起源由来医薬品)」と
いう範疇に相当するものを言う(Table 1-1)。バイオ医薬品は，化成品の低分子化学物
質に比べ，有害性は低く，かつ生物活性の特異性も高い。つまり，(1)副作用が少なく，
(2)生体内安定性が高く，(3)毒性が低い。副作用の少ないバイオ医薬品によって，従来
の低分子医薬品に比べ，患者への肉体的および精神的な負担を軽減できる。 
 
1-1-2 バイオ医薬品市場と問題点 
世界のバイオ医薬品市場は，2010 年基準で 1442 億ドルの規模であり，2020 年まで
に 2600億ドル規模に急成長すると見込まれている。しかしながら，バイオ医薬品開発
は，低分子医薬品開発に比べて求められる技術が異なり，長年の技術蓄積が少ない。ま
た，広範囲で高度な技術が要求されるため，研究開発コストが高くなる [2]。さらに，
生産における技術や品質管理の点などから，生産コストが割高になるため，医療費が高
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騰する一因になり，より一層のコスト削減が課題となっている [3-6]。バイオ医薬品の
多くは，生化学的プロセスや遺伝子組換え，細胞融合，細胞培養などの培養工程および
回収・精製工程を経て製造される。特に，抗体医薬品の精製コストは，製造コストの
80％を占める [7]。 
 
Table 1-1  Preparations and pharmaceutical products as defined in biomedicines  
製剤および医薬品 成分・用途
・治療用毒素および抗毒素血清
・ワクチン
・アレルゲン
・モノクローナル抗体
・バイオテクノロジー応用医薬品
・血液および血液成分由来医薬品
・血液（輸血用血液）
・ヒト由来細胞および組織加工医薬品
・異種動物組織由来医薬品
・体細胞治療
破傷風毒素，ハブ毒，ボツリヌス毒素，etc.
微生物および腫瘍に対するワクチン，DNAワクチン
アレルギー検査薬
抗TNFα 抗体，抗CD20抗体，etc.
ホルモン，造血因子，血液凝固因子，サイトカイン，
インターフェロン，etc.
血液凝固因子，γ グロブリン，etc.
輸血用血液
乾燥硬膜，移植用骨組織， etc.
組織から抽出したホルモン
ES細胞，再生医療
 
 
1-2 バイオ医薬品の精製 
1-2-1 バイオ医薬品の製造プロセスで用いられる溶出クロマトグラフィー 
バイオ医薬品である抗体医薬品の製造プロセスフローチャートの例を Fig. 1-1 に示
す [8]。精製工程の中心を担っている方法が溶出クロマトグラフィー(以後，溶出クロ
マト)であり，大量製造で溶出クロマトに求められる項目は，目的物の純度を上げるこ
と，回収率を上げること，品質が安定かつ安全であること，生産効率が高いことなどが
挙げられる。一方，研究用途やタンパク質の成分分析のような少量スケールでは，定量
性があること，感度が高いこと，非常に高い分離能があることなどが挙げられ，必要と
する量や目的によって溶出クロマトで求められる項目が異なる。また，分離するための
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モードは，特異的親和力(以後，アフィニティ)，カチオン交換，およびアニオン交換モ
ードに分類され，必要とするタンパク質によって，分離モードの順番および回数が異な
る。以上のことから，バイオ医薬品の大量製造における精製工程では，処理速度および
処理量を高めて単位時間あたりの生産量を増加させること，すなわちハイスループット
精製がバイオ医薬品の製造コストの低減につながる。 
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Fig. 1-1  Example of the manufacturing processes flow chart of antibody medicine. 
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1-2-2 溶出クロマトの分離モード 
抗体医薬に用いられる免疫グロブリン G (以後，IgG)は，Protein Aと特異的相互作用
によって，吸着して精製される。このように特異的親和力を用いるモードをアフィニテ
ィモードと言い，抗原および抗体，基質および酵素，キレート金属イオンおよびタンパ
ク質など多数の物質がアフィニティモードに用いられている [9, 10]。アフィニティク
ロマトを適用する場合，精製工程のはじめに利用され，目的物質の純度を 90%以上ま
で高め生産効率を上げている。このモードを選択したときは，目的物質の吸着による分
離が目的であるため，膜状や粒子状などクロマト担体の形状は問わず，吸着性能が最も
重要な性能である。 
カチオン交換は，正に帯電したタンパク質とカチオン交換基との静電相互作用によっ
て，タンパク質を吸着し，分離するモードである。カチオン交換基として主にスルホン
酸基が利用されている。例えば，抗体精製におけるカチオン交換クロマトの役割は IgG
を吸着させ，カチオン交換基では結合しない pI が高いタンパク質 (例えばアルブミン
やトランスフェリンなど) を除去することによって純度を高めている。その後，吸着し
た IgGと夾雑物 (例えば IgGの凝集体や二量体など) とを溶出時の保持体積の差を利用
して分離する。この場合，効率よく溶出クロマト分離できる充填剤を選択する必要があ
り，ビーズ状の充填剤を充填したカラムが用いられる。したがって，充填剤はビーズ状
が最適であり，溶出クロマト分離性能が最も重要な性能である。 
アニオン交換は，負に帯電したタンパク質とアニオン交換基との静電相互作用によっ
て，タンパク質を吸着し，分離するモードである。アニオン交換基としてジエチルアミ
ノ基やトリメチルアンモニウム基が利用されている。例えば，抗体精製におけるアニオ
ン交換クロマトでは，精製工程で残っている夾雑物であるウイルス，DNA，漏出した
Protein A，宿主細胞由来タンパク質 (host cell protein: HCP)などを吸着させることによ
って目的物の純度を高めている。一方，夾雑物中に存在する pIの高いタンパク質(アル
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ブミン，DNA など)は，目的の精製物とは別の用途でバイオ医薬品として利用されるた
め，カチオン交換モードと同様に溶出時の保持体積の差を利用して溶出クロマト分離さ
れる。すなわち，選択する充填剤は高容量に吸着し，かつカラムへ充填しやすいビーズ
状が最適であり，吸着および溶出クロマト分離性能ともに重要な性能である。 
 
1-2-3 溶出クロマト用充填剤の種類と問題点 
様々な分離モードを付与された溶出クロマト用充填剤の性能を決定する因子は，吸着
および溶出クロマト分離性能において，共通する因子および異なる因子が存在する。共
通する因子としては，(1)溶出率：カラムへ負荷したタンパク質をロスなく回収できる
か，(2)安定性：pH，温度，有機溶媒，塩，圧力などの変化によって充填剤が劣化しな
いか，の 2 点である。一方, 異なる因子としては，吸着性能では，(1)吸着速度：いか
に速く吸着できるか，(2)吸着容量：いかに大量に吸着できるか，の 2 点であり，溶出
クロマト分離性能では，(1)カラム効率：いかに同一成分を一度に溶出させるか(細長い
溶出ピーク形状)，(2)カラム選択性：いかに夾雑物と分けて溶出させるか(溶出ピーク間
の距離)，の 2点である。 
一般的なイオン交換クロマト用充填剤は，基材が架橋アガロースやスチレンジビニル
ベンゼン共重合体などで，1000Å 程度の孔が多数存在するビーズである (Fig. 1-2 
(a)) 。ビーズ全体が網目構造を有しているため比表面積が大きくなり，タンパク質の
吸着容量が大きくなることが特長である。しかしながら，タンパク質はビーズ内に広く
分布している官能基まで濃度勾配を駆動力とした拡散によって移動する必要がある。そ
のため，処理速度を上げると，吸着工程では吸着が間に合わず，回収率が下がり，溶出
クロマト分離工程では，溶出するタンパク質の拡散移動距離の差が大きくなり，カラム
効率が低下して，夾雑物から目的タンパク質を分離しにくくなる。さらに，基材の細孔
表面に分布する官能基と結合するタンパク質の表面電荷の箇所が一部であるため，タン
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パク質の表面電荷の差を有効に利用できず，カラム選択性が低下し，夾雑物から目的タ
ンパク質を分離しにくい問題が生じる [11,12]。 
 Afeyanら [13, 14] は，拡散孔と呼ばれる小さな孔 (500～1000Å程度) および貫通
孔と呼ばれる大きな孔 (6000～8000Å 程度) をもつイオン交換ビーズ (パーフュージ
ョンビーズ) を開発した (Fig. 1-2 (b)) 。基材は，主にスチレンジビニルベンゼン共
重合体であり，他にアガロース [15, 16] も報告されている。対流を流すことのできる
貫通孔があることによって，タンパク質の拡散移動距離を短くできることが特長である。
したがって，溶出するタンパク質の拡散移動距離の差が小さくなり，カラム効率が向上
し，夾雑物から目的タンパク質を溶出クロマト分離しやすくなる。しかしながら，充填
剤に大きな孔が存在しているため，表面積が減少し，吸着容量が減少する。 
 Müller [17] は，多孔性ビーズの内外部に短いポリマーブラシが固定されているイオ
ン交換ビーズ (テンタクルビーズ) を開発した (Fig. 1-2 (c)) 。基材に直接官能基が固
定されている多孔性ビーズ状のクロマト充填剤とは異なり，テンタクルビーズでは，官
能基がポリマーブラシ上に固定されている。そのため，ポリマーブラシ上の官能基がタ
ンパク質の表面電荷と立体的に吸着する箇所が多く，タンパク質の表面電荷の差を有効
に利用でき，カラム選択性が向上し，夾雑物から溶出クロマト分離できることが期待さ
れる。しかしながら，細孔構造をもつため，拡散移動距離の差が大きくなり，カラム効
率が低下して，処理速度を上げられない問題が生じると推察する。 
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Fig. 1-2  Comparison with structure of current beads. 
 
1-3 ポリマーブラシの付与した非多孔性粒子による精製の迅速化 
1-3-1 放射線グラフト重合法 [18] 
グラフト重合とは，幹ポリマーである基材のラジカルを開始点として，枝ポリマーを
接ぎ木 (以後，グラフトと呼ぶ) する方法である。ラジカルを生成させる種類によって，
放射線，プラズマ，光，化学グラフト重合法に分類される。特に，放射線グラフト重合
法は，基材に電子線やガンマ線などの放射線を照射することによって，開始剤を用いる
ことなくラジカルを生成させて，重合する方法である。生成したラジカルにビニルモノ
マーを重合させていき，グラフトした高分子鎖は，ポリマーブラシと呼ばれる。目的と
する機能によって，グラフトするビニルモノマーのもつ官能基の種類を選択することが
できる(Fig. 1-3)。 
放射線グラフト重合法の利点として，(1) 選択できる基材の形状や材質の幅が広いこ
と，(2) 開始剤を使用せずに反応開始点であるラジカルをつくることができること，お
よび (3) 触媒を使用せずに穏和な条件でグラフト重合できることが挙げられる。放射
線グラフト重合法を適用することによって，目的に応じた最適な「基材の形状」，「基材
の材質」，および「モード」を組み合わせた，多種多様な機能性材料を開発することが
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できる。 
 
Fig. 1-3  Radiation-induced graft polymerization 
 
これまでに Saitoらは，放射線グラフト重合法を適用して，多孔性中空糸膜 [19-22] ，
不織布 [23] ，平膜 [24] ，フィルム [25-27] ，多孔性シート [28-31] ，非多孔性粒
子 [32-34] ，繊維 [35] などを「基材の形状」として，ポリエチレン [19-22] ，ナイ
ロン [35] ，トリ酢酸セルロース [36] などを「基材の材質」として，イオン交換 [21] ，
疎水性相互作用 [37] ，アフィニティ [38] ，およびサイズ排除 [22] を「モード」と
して組み合わせて，金属イオンやタンパク質の吸着材を開発している。Tsunedaら [21] 
は，イオン交換基を有するポリマーブラシが伸長してできる空間にタンパク質が多層に
吸着することを見出し，高容量なタンパク質吸着材を提案した (Fig. 1-4) 。しかしな
がら，これまでタンパク質の回収工程に特化した吸着材の提案に留まり，タンパク質精
製，つまり，目的タンパク質の吸着から溶出クロマト分離までを視野に入れたイオン交
換クロマト用充填剤の開発にまで至っていない。 
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Fig. 1-4  Multilayer binding of proteins. 
 
1-3-2 放射線グラフト重合条件によるポリマーブラシの構造 
ポリマーブラシの構造を変えるためには，放射線グラフト重合の作製条件を変更する
必要がある。ポリマーブラシの構造を決める作製条件は，(1)ラジカルを発生させる電
子線，またはガンマ線の照射線量，(2)ポリマーブラシとなるビニルモノマーの濃度，
(3)生長反応および停止反応によってポリマーブラシの構造を決める溶媒，温度，およ
び粘度がある。電子線またはガンマ線の照射線量が増せば，基材ポリマーに生成するラ
ジカル量が多くなるため，ポリマーブラシが基材表面から密に形成される。密に形成さ
れたポリマーブラシは，タンパク質のような高分子が入り込めないため，タンパク質を
大量吸着または，溶出クロマト分離するような材料設計には向かない [39]。ビニルモ
ノマーの濃度が高くなると，ビニルモノマーが基材ポリマーにあるラジカルと反応する
確率が増すため，重合速度が増加する。 
溶媒は，基材ポリマーやモノマーとの親和性によってポリマーブラシの構造が異なり，
親和性の良い溶媒を用いるほど，基材ポリマー内部にモノマーが浸透しやすく，基材ポ
リマー内部にグラフト重合することが可能になる。この場合，タンパク質は基材ポリマ
ー内部に侵入できず，形成されたポリマーブラシまで到達できない。温度および粘度は，
一般的に反比例の関係であり，温度が増加すれば，粘度は減少する。温度が高いほど，
すなわち粘度が低いほど，停止反応が増加してポリマーブラシの分子量が低下する 
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[40]。低分子量の短いポリマーブラシでは，ポリマーブラシ上の官能基がタンパク質を
多層に吸着しにくくなるため吸着容量が低く，かつタンパク質の表面電荷と多くの箇所
で吸着しにくく，タンパク質の表面電荷の差を有効に利用して溶出クロマト分離できな
い。 
以上のことから，タンパク質の溶出クロマト用充填剤として，求められるポリマーブ
ラシの構造は，(1) タンパク質が入り込める間隔をもち，(2) 基材内部より表面に多く
形成し，(3) タンパク質を多層かつタンパク質の表面電荷と立体的に多点で吸着できる
高分子量の長いポリマーブラシである。 
 
1-4 本研究の目的と特色 
  本研究の目的は，タンパク質の溶出クロマト用充填剤としての分離性能を有したイオ
ン交換クロマト用充填剤の作製である。Tsunedaらは，タンパク質を高速かつ高容量に
回収する吸着材の「基材の形状」として，多孔性中空糸膜を用いてきた［21］。この基
材は比表面積が大きく，対流近傍にポリマーブラシを付与しているため，高い処理速度
においてもタンパク質の吸着回収が間に合い，高速吸着をすることができる。しかしな
がら，タンパク質の溶出クロマト分離工程において欠点を有している。多孔性中空糸膜
を使用する際，数本の多孔性中空糸膜を平行に束ねたモジュールとして使用しているた
め，空隙体積が大きくなる。大きい空隙体積は官能基から順に脱離したタンパク質や夾
雑物が混ざってしまい，溶出クロマト分離ができなくなる。そこで，本研究では，“非
多孔性粒子”を「基材の形状」として選択した。非多孔性の“粒子”であるため，カラ
ムへ充填して用いることで，従来のビーズ充填カラムと同様に溶出クロマトによるタン
パク質の分離ができる。さらに，既存設備のカラムに非多孔性の“粒子”を充填して用
いるため，汎用性が高い。また，“非多孔性”の粒子表面にポリマーブラシを付与する
ことで，従来の多孔性ビーズと異なり，濃度勾配による拡散移動距離が短くなる。高い
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処理速度で溶出クロマトの分離性能を維持できることが期待される。しかしながら，非
多孔性粒子は，多孔性ビーズと比べて，比表面積が小さくなり吸着容量が低下すること
が予想される。そこで，第Ⅰ部の第 2章および第 3章では，重合条件を変更してポリマ
ーブラシを付与した粒子を作製し，タンパク質吸着性能の比較からポリマーブラシの構
造を考察した。第 2章では，生成させるラジカルの数，すなわちポリマーブラシの本数
を変更することを目的として，重合条件を検討した。第 3章では，ポリマーブラシの分
子量，すなわちポリマーブラシの長さを変更することを目的として，重合条件を検討し
た。 
第Ⅱ部の第 4章では，作製したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムの溶
出クロマトでの分離性能を市販のカチオン交換ビーズ充填カラムの分離性能と比較し，
高い処理速度および処理量を維持したまま，モデルタンパク質を分離できることを実証
した。第 5章では，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子を用いることで生じる充填カ
ラムへの高い圧力損失の課題を解決するために，(1) 粒子径を大きくすることおよび 
(2) 粒子充填高さを変更して，市販ビーズ充填カラムと同一の操作圧力になる条件で，
タンパク質の溶出クロマトでの分離性能を比較した。 
本研究の特色は，タンパク質の溶出クロマト分離性能を満たすため，“非多孔性粒子”
へグラフト重合によって付与するポリマーブラシの最適な条件を選択することで，これ
までの溶出クロマト用充填剤の溶出クロマト分離工程での課題を解決したイオン交換
クロマト用充填剤を作製したことである。 
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第Ⅰ部  タンパク質を“高速”かつ“高容量”に回収するためのポリマーブラシ搭載粒
子の作製 
 
第 2章   
照射線量がポリマーブラシの密度へ与える影響 
 
2-1  緒言 
 バイオ医薬品 [1]である抗体医薬は，標的である抗原に対する特異性が高く，体内に
存在するタンパク質であるため，人体に対する影響が少ない。そのため，高い薬効およ
び低い副作用が期待され，その需要が高まっている。抗体医薬の需要増加に対応できる
抗体の製造手法の研究がおこなわれている [2-4]。抗体の製造コストを低減させるため
に抗体を迅速に精製する技術が望まれている。 
 タンパク質の精製工程では，多孔性のイオン交換ビーズを充填したカラムを用いた溶
出クロマトが多用されている。この従来のイオン交換充填剤では，目的タンパク質はイオ
ン交換基のあるビーズ内部まで濃度勾配を駆動力とした拡散によって，最大で多孔性ビーズ
の半径の距離を移動する。そのため，吸着工程ではタンパク質溶液の供給速度を上げると，
吸着が間に合わず，回収率が低下しやすくなる。また，溶出クロマト工程では，イオン交換基
から脱離して溶出する目的タンパク質の拡散移動距離の差(最大で多孔性ビーズ半径の差)
が，溶出クロマトグラムでの溶出ピークの広がりに現れるため，溶出液の供給速度を上げる
と，溶出ピークの広がりが広くなり，夾雑物の溶出ピークと重なってしまう。これによって溶出
クロマト分離しにくくなる欠点を有している。 
そこで，本研究では，濃度勾配を駆動力とする拡散移動距離を短くするため，“非多孔性”
の粒子に高分子鎖であるポリマーブラシを付与する手法に着目した。非多孔性粒子は，細孔
が存在しないため，細孔内のタンパク質の拡散移動がない。すなわち，拡散移動距離が最大
でポリマーブラシの厚さであり，タンパク質溶液の供給速度の増加にともなって，吸着速度が
増加し，タンパク質精製での処理速度を高まることが期待される。さらに，溶出液の供給速度
の増加による溶出ピークの広がりが小さく，他の夾雑物の溶出ピークと重なりにくくなることが
期待される。 
 Tsunedaら [5]は，比表面積が大きい多孔性中空糸膜へポリマーブラシをグラフト重
合することで，“高速” かつ “高容量” 回収を実現した。一方，本章で使用する非多孔性
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粒子の場合，比表面積が多孔性中空糸膜より小さいため，吸着容量の低下が予想される。
そこで非多孔性粒子表面へ付与するポリマーブラシの構造を変更することで，タンパク
質の“高速”回収を維持したまま，“高容量” 回収をめざした。 
タンパク質の吸着容量を高めるためには，ポリマーブラシの形成部位，密度，および
長さを最適化する必要がある。Okamuraら [6]は，グラフト重合時の重合溶媒を基材内
部へ侵入しにくい溶媒へ変更し，基材表面のポリマーブラシの量を増加させること，す
なわちポリマーブラシの形成部位を変えることで，タンパク質の “高容量” 回収を実現
した。本章では，基材へラジカルを生成させる電子線の線量を変更することでポリマー
ブラシの密度の最適化を試みた。 
本章の目的は次の３点である。(1) 電子線グラフト重合を適用して，ポリエチレン製
非多孔性粒子にポリマーブラシを付与し，そこにカチオン交換基を導入して，カチオン
交換ポリマーブラシ搭載粒子を作製すること，(2) 電子線の線量を変更して，タンパク
質の吸着容量が高いポリマーブラシの作製条件を見出すこと，および(3) タンパク質の
吸着性能について，作製したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子と市販の多孔性ゲル
ビーズを比較することである。 
 
2-2  実験 
2-2-1  基材と試薬 
基材として，ポリエチレン製非多孔性粒子（Ticona Japan（株）製 GUR2126）を用
いた。この粒子の平均粒子径は 35 μmである。グリシジルメタクリレート（GMA，
CH2=CCH3COOCH2CHOCH2）はナカライテスク（株）から購入し，そのまま使用した。
リゾチーム（SIGMA（株）製）を炭酸緩衝液（10 mM NaHCO3-NaOH，pH 9.0）に溶か
してリゾチーム溶液を調製した。性能比較のため，市販のカチオン交換ビーズとして，
SP Sepharose® FFを GE Helthcare（株）から購入した。その他の試薬は，特級を用い
た。 
 
2-2-2  カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の作製 
 カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の作製経路を Fig. 2-1に示す。作製は 4つの
工程からなる。まず，基材であるポリエチレン製粒子（以後，PE粒子と略記）に 線量
10～200 kGyの範囲で電子線を照射し，ラジカルを作った。つぎに，その PE粒子を 10
（v/v）% GMA/1-ブタノール溶液に浸し，333 Kで所定時間，振とうした。モノマー濃
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度および重合温度は，ポリマーブラシ量の変化を短い時間の範囲で評価するために上述
の値に設定した。グラフト重合に伴う重量増加率をグラフト率として次式によって定義
した。 
 
グラフト率 dg [%] = 100 ( W1 - W0 )/W0                                  (2-1) 
 
ここで，W0およびW1は，それぞれ PE粒子およびグラフト重合後の粒子の重量 [g]で
ある。 
 
 
Fig. 2-1  Immobilization scheme of cation-exchange polymer brush 
onto polyethylene particle. 
 
このグラフト重合によって得られた粒子を GMA(ds, dg)粒子と呼ぶ。ここで，dsおよび
dgは，それぞれ線量 [kGy]およびグラフト率 [%]を表す。本研究ではグラフト率を 50 
～250％の範囲とした。 
 さらに，GMA(ds, dg)粒子のポリマーブラシ中のエポキシ基の一部をスルホン酸基（以
後，SS基と略記）へ転化するため，GMA(ds, dg)粒子を亜硫酸ナトリウム/イソプロパ
ノール/水 = 10/15/75 (w/w/w)%溶液に浸した。エポキシ基から SS基へのモル転化率
およびスルホン酸基密度を次式から算出した。  
 
エポキシ基から SS基へのモル転化率 [%] 
   = 100 [(W2 - W1)/82)] / [(W1 - W0)/142)]                             (2-2) 
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  スルホン酸基密度 [mmol/g] = 1000 (W2-W1)/82/W2         (2-3) 
 
ここで，W2は SS基導入後の粒子の重量 [g]である。また，82および 142は，それぞ
れ H2SO3および GMAの分子量である。 
 最後に，SS基を導入した粒子を 0.5 M硫酸に 353 Kで 2時間浸漬し，残存エポキシ
基を diol基へ転化した。得られた粒子を SS(ds, dg, x)粒子と呼ぶ。ここで，xはエポキ
シ基から SS基へのモル転化率を表す。 
 
2-2-3 SEM観察および圧力損失の測定 
 PE粒子，GMA(ds, dg)粒子，および SS(ds, dg, x)粒子の表面を走査型電子顕微鏡（SEM）
を使って観察した。また，SS(ds, dg, x)粒子および SP Sepharose® FFを，断面積 0.61 cm2
のカラムに高さ 2 cmになるよう充填した。10 mM NaHCO3-NaOH緩衝液（pH 9.0，以
後，炭酸緩衝液と呼ぶ）を，流量を変えてカラムに流し，そのときの圧力損失を測定し
た。 
 
2-2-4 リゾチームの吸着および溶出 
 SS(ds, dg, x)粒子充填カラムにリゾチーム溶液を流して，リゾチームを吸着させた。
その後，高イオン強度の液を流し，リゾチームを溶出させた。詳しく述べると，以下の
操作(1)から(4)の順に，SS粒子充填カラムに一定流量で下向きに液を流した。 
(1) コンデショニング: 炭酸緩衝液 
(2) 吸着操作: 1 g/L リゾチーム溶液 
(3) 洗浄操作: 炭酸緩衝液 
(4) 溶出操作: 1 M NaClを含む炭酸緩衝液 
カラム下端から流出した液をフラクションビンに連続的に採取した。各フラクションの
リゾチーム濃度を UV吸光度（280 nm）から測定した。 
得られた破過曲線から，粒子充填カラム体積あたりのリゾチームの動的および平衡吸
着容量を，それぞれ式(2-4)および(2-5)に従い算出した。 
 
動的吸着容量 [mg/mL-bed] =    B
V
0 co
C)dV/V(C                     (2-4) 
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平衡吸着容量 [mg/mL-bed] =    E
V
0 co
C)dV/V(C                     (2-5) 
 
ここで，C0および Cは，それぞれ供給液および流出液のリゾチーム濃度[mg/mL]である。
また，V，VB，VE，および VCは，それぞれ流出液量 [mL]，C = 0.1 C0となる流出液量 [mL]，
C = C0となる流出液量 [mL]，および充填カラム体積 [mL]である。リゾチーム溶液の
流量 610～2800 mL/hを式(2-6)で定義される空間速度に変換すると，500～2300 h-1の
範囲となる。 
 
空間速度 [h-1] = (リゾチーム溶液の流量)/(充填カラム体積)            (2-6) 
 
さらに，溶出率を次式から算出した。 
 
溶出率 [%] = 100 (リゾチームの溶出量)/(リゾチームの吸着量)              (2-7) 
 
比較のため，SP Sepharose® FFを充填したカラムを使って同様の操作に従い，充填カ
ラム体積あたりのリゾチームの動的および平衡吸着容量を算出した。 
 
 
2-3  結果と考察 
2-3-1  カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の物性 
PE粒子に 10から 200 kGyの線量の電子線を照射し，GMAをグラフト重合したとき
のグラフト率の経時変化を Fig. 2-2に示す。線量を減少させると初期の重合速度が低
下した。これは，線量の減少によって，グラフト重合の開始点となるラジカルの密度が
減少するためである。つぎに，線量 200 kGyで作製した GMA(200, 160)粒子に SS基を
導入した。エポキシ基から SS基へのモル転化率の経時変化を Fig. 2-3に示す。最終モ
ル転化率は 70%であった。たとえば，グラフト率 160％およびモル転化率 60％のとき，
スルホン酸基密度は 2.1 mmol/gであった。これは市販のカチオン交換樹脂 [7]のスル
ホン酸基密度と同程度の値である。 
 作製した粒子の表面を SEMによって観察した（Fig. 2-4）。ポリマーブラシの付与お
よび SS基の導入に伴って粒子表面に凹凸ができた。また，PE粒子表面を高分子が被覆
しているように見える。 
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Fig. 2-2  Degree of GMA grafting vs. reaction time.  Symbols: (○) 10 kGy; (△) 20 kGy; 
(□) 50 kGy; (◇) 100 kGy; (▽) 200 kGy. 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-3  Time course of molar conversion of epoxy group into sulfonic acid group for GMA 
(200, 160) particle. 
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Fig. 2-4  SEM images of various particles. (a) PE particle; (b) GMA (200, 160) particle; (c) S 
(200, 160, 60) particle. 
 
 
 本研究で作製した SS(200, 160, 60)粒子および SP Sepharose® FFの物性を Table 2-1
に示す。SS(200, 160, 60)粒子充填カラムに通液流量を変えて，炭酸緩衝液を通液した
ときの圧力損失を Fig. 2-5に示す。粒子およびビーズが球状であり，カラムへの充填率
が同一であると仮定すると，Fig. 2-5の直線の傾きは球の直径の 2乗に反比例する [8]。
平均直径 90 μmの SP Sepharose® FFに対して，SS (200, 160, 60)粒子は，直線の傾き
が 5.3倍であったので，SS (200, 160, 60)粒子の平均直径は 39 μmと算出される。PE
粒子の平均直径が 35 μmであるから，ポリマーブラシの付与によって粒子径が増加す
るのは合理的である。しかしながら，ポリマーブラシに導入される SS基の相互静電反
発によってポリマーブラシが伸長する [9]こと，および SEM観察から粒子は球状では
ないことから，圧力損失の結果からの定量的評価は難しい。 
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  Table 2-1  Comparison of properties between SS particle and SP Sepharose® FF  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-5  Pressure loss as a function of space velocity.  Bed cross-section area: 0.61 cm2; 
height: 2.0 cm.  Symbols: (○) SS (200, 160, 60) particle; (△) SP Sepharose® FF. 
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2-3-2 平衡吸着容量および溶出率の線量依存性 
 線量を 10から 200 kGyまでの範囲で変えて作製した SS(ds, 81-110, 60)粒子をカラ
ムに充填し，リゾチーム溶液を流した。得られた破過曲線を Fig. 2-6に示す。リゾチ
ームの平衡吸着容量および溶出率を Fig. 2-7に示す。平衡吸着容量は線量の増加に伴
い減少した。50 kGy以上で 20 mg/m-bedという一定値を示した。一方，溶出率は線量
の増加に伴い増加した。線量の増加に伴い，ラジカル密度が増加するため，高密度なポ
リマーブラシが形成される。高密度なポリマーブラシの深部にまでリゾチームが侵入で
きずに，ポリマーブラシ上部に吸着するため平衡吸着容量が減少する。さらに，溶出さ
れやすく溶出率が増加すると考えられる。以下の実験では，溶出率が 100％であること
から線量を 200 kGyに固定した。 
 
 
 
 
 
Fig. 2-6  Breakthrough curve of SS (ds, 81-110, 60) particles.  
Symbols: (○) 10 kGy; (△) 100 kGy; (□) 200 kGy. 
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Fig. 2-7  Equiblium binding capacity for lysozyme and elution percentage as a function of 
dose for SS (ds, 81-110, 60) particle.  Symbols: (○ ) equilibrium binding 
capacity; (△) elution percentage.
 
 
 
2-3-3 平衡吸着容量および溶出率のグラフト率依存性 
 線量を 200 kGyに固定して，グラフト率を 50から 250％の範囲で変えて作製した
SS(200, dg, 60)粒子をカラムに充填して，リゾチームを吸着させ，その後溶出させた。
リゾチームの平衡吸着容量および溶出率をFig. 2-8に示す。グラフト率が50から240％
へ増加したのに伴い，平衡吸着容量は 10％程度減少した。グラフト率の増加とともに
カラムに充填できる粒子の総体積が減少するためであると考えられる。溶出率は，グラ
フト率によらず 100%で一定であった。以下の実験では，平衡吸着容量が高いことから
グラフト率を 100%に固定した。 
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Fig. 2-8  Equiblium binding capacity for lysozyme and elution percentage as a function of 
degree of GMA grafting for SS (200, dg, 60) particle.  Symbols: (○) equilibrium 
binding capacity; (△) elution percentage. 
 
 
 
2-3-4 SS粒子および SP Sepharose® FFによるリゾチーム吸着の流量依存性 
 SS(200, 100, 60)粒子および SP Sepharose® FFのリゾチーム溶液を異なる流量で供給
したときの破過曲線を Fig. 2-9 に示す。SS(200, 100, 60)粒子は，空間速度，すなわち
流量によらずに破過曲線が一致した。一方，SP Sepharose® FFは，空間速度の増加と
ともに，破過点に達する単位充填層あたりの溶出体積が大きく減少した。 
SS(200, 100, 60)粒子および SP Sepharose® FFのリゾチームの動的吸着容量と空間速
度との関係を Fig. 2-10に示す。SP Sepharose® FFでは，リゾチーム溶液の空間速度
を上げると，動的吸着容量は急激に減少した。一方，SS(200, 100, 60)粒子では，空間
速度を上げても，動的吸着容量は一定（14 mg/mL-bed）であった。SP Sepharose® FF
は多孔性のカチオン交換ゲルビーズであり，リゾチームは濃度勾配に従ってビーズ内部
のカチオン交換基まで拡散移動し吸着する。リゾチーム溶液の空間速度を上げる，すな
わちリゾチームのカラム内滞留時間を短くすると，カチオン交換基までのリゾチームの
拡散移動が間に合わなくなり動的吸着容量は減少する。一方，SS(200, 100, 60)粒子で
は，粒子表面付近のポリマーブラシ上にカチオン交換基をもち，リゾチームの拡散移動
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距離が短い。そのため，リゾチーム溶液の流量を上げても，動的吸着容量は減少せず，
一定になったと考えられる。このことから，本研究で作製したカチオン交換ポリマーブ
ラシ搭載粒子は，短い拡散移動距離を有したタンパク質の高速回収に優れた充填剤であ
ることが示された。 
 
 
 
 
 
Fig. 2-9  Breakthrough curve of several space velocity for SS (200, 100, 60) particle: (○) 
SV 500 h-1 ; (△) SV 1000 h-1 ; (□) SV 2400 h-1; and SP Sepharose® FF particle: 
(●) SV 500 h-1 ; (▲) SV 1000 h-1 ; (■) SV 2400 h-1. 
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Fig. 2-10  Dynamic binding capacity for lysozyme as a function of space velocity.  
Symbols: (○) SS (200, 100, 60) particle; (●) SP Sepharose® FF. 
 
 
2-4  結言 
放射線グラフト重合法を適用して，ポリエチレン製非多孔性粒子を出発材料にしてカ
チオン交換ポリマーブラシを固定した粒子を作製した。得られた粒子をカラムに充填し
て，リゾチーム溶液および NaCl溶液を流通させて，リゾチームの吸着と溶出をおこな
い，つぎの結論を得た。 
(1) 電子線を照射したポリエチレン製粒子に，エポキシ基をもつモノマーであるグリ
シジルメタクリレートをグラフト重合し，引き続き，エポキシ基をスルホン酸基
へ転化して，カチオン交換ポリマーブラシを固定した。 
(2) カチオン交換ポリマーブラシを固定した粒子（カチオン交換ポリマーブラシ搭載
粒子）の作製条件である線量およびグラフト率を，それぞれ 200 kGyおよび 100%
に設定することによって，リゾチームの平衡吸着容量を 20 mg/mL-bedおよび溶
出率を 100％にできることがわかった。 
(3) 市販のカチオン交換多孔性ビーズを充填したカラムに，リゾチーム溶液を高速で
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流すと，動的吸着容量が大きく減少した。これに対して，本研究で作製したカチ
オン交換ポリマーブラシ搭載粒子を充填したカラムでは，リゾチーム溶液の流量
によらず動的吸着容量は一定となり，タンパク質の高速回収に適した材料である
ことを示した。 
タンパク質吸着容量がより高い粒子を作製するために，さらに作製条件を探索する必
要がある。 
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第 3章 
重合温度がポリマーブラシの長さへ与える影響 
 
3-1  緒言 
創薬科学やバイオテクノロジーの発展において，タンパク質，酵素，核酸など生体高
分子精製のためのより効果的な精製技術が必要になっている [1-4]。タンパク質精製工
程では，主にイオン交換，疎水性相互作用，アフィニティの官能基が付与された充填剤
を用いて，吸着または溶出クロマト分離によって精製される。溶出クロマト用充填剤の
性能として，吸着容量，処理速度，分離能，および回収率の高さが求められる。汎用さ
れている充填剤である多孔性ビーズは，細孔内の表面積を大きくすることで高い吸着容
量を実現し，細孔径を大きくすることによって，目的タンパク質の拡散移動速度を高め，
処理速度を上げている。また，アガロース，デキストラン，スチレン‐ジビニルベンゼ
ンなどの親水性高分子を基材として用いることで，タンパク質の不可逆吸着を抑制し，
目的タンパク質の回収率を高くしている [5，6]。 
Tsunedaら [7]は，比表面積の大きい多孔性中空糸膜を基材に選択し，グラフト重合
を適用してポリマーブラシを付与することでタンパク質の“高速”かつ“高容量”回収
を実証した。また，Okamuraら [8]は，重合溶媒を検討することでポリマーブラシの形
成部位を基材表面へ移行させることで，タンパク質の吸着容量が増加することを実証し
た。第 2章では，電子線の線量を低減することで，非多孔性粒子に付与するポリマーブ
ラシ密度を低減し，タンパク質が高容量にポリマーブラシへ吸着することを実証した。
しかしながら，溶出率が低下してしまうこと，市販の吸着材と比べて，吸着容量が低い
ことの 2つの課題があった。 
さらに，従来のイオン交換充填剤は，イオン交換基の大部分が細孔内表面に分布してお
り，イオン交換基が，タンパク質の表面の一部と二次元的な相互作用によって吸着しタンパク
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質を保持している。イオン交換基とタンパク質との相互作用の力の差を利用して，分離する溶
出クロマトにおいて，種々のタンパク質の表面と官能基との相互作用の差が有効に利用でき
ず，溶出クロマトグラムでの目的タンパク質の溶出ピークが夾雑物の溶出ピークと近くなり，
ピーク同士が重なって分離しにくくなる。そこで，本研究では，イオン交換基をポリマーブラシ
上に導入することによって，ポリマーブラシ上にあるイオン交換基がタンパク質表面と多くの
箇所で相互作用し，それによって，イオン交換基と種々のタンパク質表面との相互作用の差
を有効に利用できる。すなわち，タンパク質を多点で吸着させることで，イオン交換基との相
互作用の強さが近いタンパク質同士であっても，効率的に溶出クロマト分離することができ
る。 
吸着容量および溶出率の課題を解決し，高い保持力をもった充填剤を作製するために，
ポリマーブラシのさらなる作製条件の検討をおこなった。ポリマーブラシの構造を決め
る作製条件である重合温度に着目した。 
本章の目的は次の３点である。(1) 電子線グラフト重合における重合温度を変更させ
て，ポリエチレン製非多孔性粒子にポリマーブラシを付与し，そこにアニオン交換基を
導入して，アニオン交換ポリマーブラシ搭載粒子を作製すること，(2) 重合温度を変更
したポリマーブラシ搭載粒子のタンパク質の吸着容量が高くなる条件を見出すこと，お
よび(3) 重合温度の違いによる吸着容量の塩濃度依存性を比較することである。 
 
3-2  実験 
3-2-1  試料および試薬 
基材として，ポリエチレン製非多孔性粒子（Ticona Japan（株）製 GUR2126）を用
いた。この粒子の平均粒子径は 35 μm である。グリシジルメタクリレート（GMA，
CH2=CCH3COOCH2CHOCH2）はナカライテスク（株）から購入し，そのまま使用した。
牛血清アルブミン(以後，BSA)は，SIGMA (株) から購入した。他の試薬は分析グレード
かそれ以上のものを使用した。DEAE Sepharose® FFは，GE Helthcare（株）から購入
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した。 
 
3-2-2  アニオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の作製 
 ポリエチレン製粒子 (以後，PE粒子と略記) へのアニオン交換ポリマーブラシの固定
化は，(1) 電子線の照射，(2) GMAのグラフト重合，(3) エポキシ基へのジエチルアミ
ノ基の導入，(4) 残存エポキシ基への 2-ヒドロキシエチルアミノ基の導入の 4つの工程
からなる(Fig. 3-1)。まず，室温の窒素雰囲気下で，PE粒子に電子線を照射線量 10 kGy
で照射した。つぎに，電子線照射した PE 粒子を窒素ガスで脱気した 2 (v/v) % 
GMA/1-buthanol溶液に浸し，278~333 Kの異なる温度でグラフト重合した。グラフト
率 (以後，dgと略記) は，次式によって定義した。 
 
グラフト率 dg [%] = 100 ( W1 - W0 ) / W0         (3-1) 
 
ここで， W0 および W1 は，それぞれ PE 粒子およびグラフト重合後の粒子の重量[g]
である。GMAをグラフト重合した粒子は，GMA (T，dg) 粒子と呼び，ここで，Tは重
合温度[K]を表す。電子線の線量は，タンパク質の吸着容量が高くなる低線量 (10 kGy) 
を設定した。ビニルモノマー濃度は，ポリマーブラシの間隔を広げるため，第 2章より
低い濃度 (2 (v/v)％) に設定した。 
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Fig. 3-1  Immobilization scheme of anion-exchange polymer brush 
onto polyethylene particle. 
 
さらに GMA(T, dg)粒子のポリマーブラシ中のエポキシ基の一部をジエチルアミノ基
(以後，DEA基と略記) へ転化するため，GMA粒子を 50 (v/v) %のジエチルアミン/水に
303 Kで 24時間浸し，エポキシ基を DEA基に開環反応させた。エポキシ基から DEA基
へのモル転化率を次式から算出した。 
 
エポキシ基から DEA基へのモル転化率 [%] 
 = 100 [(W2-W1)/73] / [(W1-W0)/142]           (3-2)  
 
ここで，W2は，DEA 基導入粒子の質量である。数字の 73 および 142 は，それぞれジ
エチルアミンおよび GMAの分子量である。 
最後に，残存エポキシ基を 50 (v/v) %のエタノールアミン/メタノール溶液に 303 K
で 24時間浸漬して，2-ヒドロキシエチルアミノ(HEA)基に転化した。得られたアニオン
交換粒子を DEA(T, dg, x)粒子と呼ぶ。ここで，xはエポキシ基から DEA基へのモル転
第 3章  重合温度がポリマーブラシの長さへ与える影響 
 
- 38 - 
 
化率を表す。 
作製した DEA(T, dg, x)粒子を内径および長さがそれぞれ 8.8および 60 mmのカラム
に充填した。充填層の高さは 10 mmに設定し，充填層は，DEA(T, dg, x)カラムと呼ぶ。
さらに，GMAおよび PE粒子充填層は，それぞれ GMA (T, dg)および PEカラムと呼ぶ。 
また，中和滴定によって，イオン交換した NaOHモル数から DEA(T, dg, x)カラム中
のイオン交換容量を次式から算出した。 
 
イオン交換容量 [mmol/mL-bed] = (NaOHのモル数)/(充填層体積)      (3-3) 
 
3-2-3  種々の粒子充填層の圧力損失 
20 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0)を DEA (T, dg, x) カラムに一定の流量でポンプを用い
て，下向きに通液した。このとき, 充填カラムにかかる圧力損失を圧力計によって測定
した。流量は 60～1100 mL/hに設定し，流量を式(3-4)で定義される空間速度に変換し
て用いると，100～1800 h-1の範囲になる。また, DEA基導入前の GMA(T，dg)カラムお
よび PEカラムへの圧力損失も測定した。比較のために，DEAE Sepharose® FF充填層 (以
後，Separoseカラムとした) についても同様に測定した。 
 
空間速度，SV [1/h] = (流量) / (充填層体積)              (3-4) 
 
3-2-4  DEAカラムの BSA吸着容量および溶出率 
 20 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0)に溶解した1.0 mg/mL のBSA溶液をDEA(T, dg, x) カ
ラムに一定の流量で下向きに通液した。市販のアニオン交換ビーズとして，Sepharose 
カラムも同様に通液した。さらに，0～100 mM の NaCl を溶解した BSA 溶液も同様に
DEA (T, dg, x) カラムに一定の流量で下向きに通液した。DEA流量は、60～1200 mL/h
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に設定した。流量を空間速度に変換して用いると、100～1970 h-1の範囲になる。充填
層の出口からでてきた溶出液は連続的にフラクション瓶で回収した。溶出液中の BSA
濃度は，280 nmの UV吸光度から算出した。 
得られた破過曲線から粒子充填カラム体積あたりの BSA の動的および平衡吸着容量
は次の式から算出した。 
 
動的吸着容量 [mg/mL-bed] =  B
V
0 co
C)dV/V(C              (3-5) 
 
平衡吸着容量 [mg/mL-bed] =  E
V
0 co
C)dV/V(C              (3-6) 
 
ここで，C0および C は，それぞれ供給液および流出液の BSA 濃度[mg/mL]である。ま
た，V，VB，VE，および VCは，それぞれ流出液量 [mL]，C = 0.1 C0となる流出液量 [mL]，
C = C0となる流出液量 [mL]，および充填カラム体積 [mL]である。 
DEAカラムに吸着した BSAは，1 Mの NaClを溶解させた 20 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 
8.0)を下向きに供給することで溶出させた。溶出率を次式から算出した。 
 
溶出率 [%] ＝ 100 (BSAの溶出率)/(BSAの吸着量)       (3-7) 
 
異なる NaCl濃度の BSA溶液の動的吸着容量を用いて，動的吸着容量の変化率を次式から
算出した。 
 
動的吸着容量の変化率 [%]  
= 100 (NaClを溶解した BSA溶液を用いたときの動的吸着容量)  
/ (NaClを溶解していない BSA溶液を用いたときの動的吸着容量)            (3-8) 
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3-3  結果と考察 
3-3-1  アニオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の物性 
  PE 粒子に重合温度 278～333K で GMA をグラフト重合したときのグラフト率の経時
変化を Fig. 3-2 に示す。重合温度が高いほど，初期の重合速度が速くなった。また，
最終グラフト率は，重合温度が高いほど短い時間で達した。これは，ラジカル消失速度
が重合温度の増加に伴って，大きくなるためである。dgをそろえて評価するために， 10
～12％の dg である GMA 粒子を用いて，DEA 基を導入した。DEA 基のモル転化率およ
びイオン交換容量を Table 3-1 に示す。イオン交換容量は，本研究で用いた DEAE 
Sepharose® FFと同程度のイオン交換容量であった(Table 3-2)。 
 
Fig. 3-2  Rate of grafting of glycidyl methacrylate onto polyethylene particle at various 
temperatures: (a) reaction time up to 10 h and (b) reaction time up to 75 h.  
Symbols: (○) 278 K; (△) 298 K; (□) 313 K; (▽) 333 K. 
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Table 3-1  Properities of DEA particle prepared by graft polymerization 
at different temperature 
 
3-3-2  種々の粒子充填層の圧力損失 
 GMA(T, 10-12)，および DEA(T, 10-12, 57-70)カラムへ Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0)を通
液したときの圧力損失を Fig. 3-3 (a)および(b)にそれぞれ示す。すべての充填カラム
で圧力損失は SV に比例し，同一の SVにおいて，GMA(T, 10-12)カラムの圧力損失は，
PE カラムの圧力損失より低くなった。GMA(T, 10-12)カラムは，PE 粒子表面に疎水基
であるエポキシ基を有したポリマーブラシが付与され粒子径が増大したためである。ま
た，GMA(T, 10-12)カラムの圧力損失の傾きは，重合温度に関係なく重なった。GMA(T, 
10-12)カラムは，PE粒子表面へ付与されたポリマーブラシの GMA基が疎水性官能基で
あり，Tri-HCl緩衝液の供給で収縮するためである [9, 10]。 
一方，DEA(T, 10-12, 57-70)カラムの操作圧力は，同一の SVにおいて PEカラムより
高くなった。DEA(T, 10-12, 57-70)カラムは，ポリマーブラシ上に化学修飾された DEA
基の荷電反発によってポリマーブラシが伸長して充填カラム内の流路が狭くなるため
である [11]。また，同一の SVにおいて, 重合温度が低くなるにつれて, DEA(T, 10-12)
カラムは，圧力損失が高くなった。低温で重合することでより高分子量のポリマーブラ
シが形成され [12, 13]， DEA基の荷電反発によるポリマーブラシがより大きく伸長す
るためである。 
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Fig. 3-3  Pressure loss of particle-packed bed as a function of space velocity of Tris-HCl 
buffer: (a) GMA (T, 10-12) bed and (b) DEA (T, 10-12, 57-70) bed.  Bed 
cross-sectional area: 0.61 cm2; height: 1.0 cm; symbols: (●) PE bed; (○) 278 
K; (△) 298 K; (□) 313 K; (▽) 333 K.  
 
 
3-3-3  重合温度の違いによる平衡吸着容量および溶出率の比較 
重合温度を 278~333 Kの範囲で作製した DEA(T, 10-12, 57-70)カラムの破過曲線を
Fig. 3-4に示す。高い重合温度ほど，破過点に達する単位充填層あたりの溶出体積が減
少した。破過曲線から算出した重合温度に対する BSA平衡吸着容量および溶出率を Fig. 
3-5に示す。DEA(278-313, 10-12, 57-70)カラムの BSA平衡吸着容量は，重合温度が 278，
298，313，および 333 Kでそれぞれ, 31, 24，16, および 7であった。低温(313 K)で作
製した DEA(278, 12, 63)カラムの BSA平衡吸着容量が最も高かった。 
溶出率は，重合温度が減少するにしたがって 100％に達した。第 2章でグラフト重合
時の電子線の線量が 200 kGyより低くなると溶出率が低下すると報告した。しかしなが
ら，低温で重合することで電子線の線量が低くても，高分子量のポリマーブラシが粒子
表面に形成され，基材表面への不可逆吸着を抑制していると推察される。 
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Fig. 3-4  Breakthrough curves of DEA (T, 10-12, 57-70) bed for BSA as a 
function of grafting temperature.  SV: 240 h-1; symbols: (○) 
278 K; (△) 298 K; (□) 313 K; (▽) 333 K. 
 
 
Fig. 3-5  Effect of grafting temperature on equilibrium binding capacity and elution 
percentage of DEA (T, 10-12, 57-70) bed for BSA.  Symbols: (○) equilibrium 
binding capacity; (△) elution percentage. 
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3-3-4  動的吸着容量の塩濃度依存性 
  重合温度を 278~333 Kの範囲で作製した DEA(T, 10-12, 57-70)カラムへ，吸着操作時
に BSA 溶液中の NaCl 濃度の違いに対する動的吸着容量の変化率を Fig. 3-6 に示す。
BSA 溶液中の NaCl 濃度が増加するにしたがって，動的吸着容量の変化率は減少した。
吸着操作時の BSA 溶液中の NaCl 濃度が増加することで，Cl イオンが DEA 基のプラス
電荷を遮蔽し，ポリマーブラシ上の DEA 基が，マイナス電荷を帯びている BSA と吸着
しにくくなるためである。また，DEA(T, 10-12, 57-70)カラムの動的吸着容量の変化率
は，低い重合温度で作製した DEA(T, 10-12, 57-70)粒子のほうが小さかった。低温で重
合することで得られた高分子量のポリマーブラシ上にある DEA基が BSAの表面にある
多くの荷電部位と吸着して，結合力が強くなるためであると推察される。高分子量のポ
リマーブラシのほうが，タンパク質の吸着する力，すなわち保持力が高いこと，さらに，
平衡吸着容量が高く，溶出率が 100％であることから，以下の実験では， DEA(278, 12, 
63)カラムを用いた。 
 
 
3-3-5  市販ビーズ充填カラムとの吸着性能の評価 
 DEA(278, 12, 63)カラムと市販されている Sepharose カラムの特性を Table 3-2 
Fig. 3-6  Effect of grafting temperature on dynamic binding capacity ratio of DEA (T, 
10-12, 57-70) bed for BSA.  SV: 120 h-1; symbols: (○) 278 K; (△) 298 K; (□) 
313 K; (▽) 333 K. 
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3-3-5  市販ビーズ充填カラムとの吸着性能の評価 
 DEA(278, 12, 63)カラムと市販されている Sepharose カラムの特性を Table 3-2に
示す。空間速度が 150， 900， および 1500 h-1 のときの DEA(278, 12, 63)および
Sepharoseカラムの破過曲線を Fig. 3-7に示す。DEA(278, 12, 63)カラムは，空間速度
の増加によらず，破過曲線が一致した。一方，Sepharose カラムは，空間速度の増加に
よって，破過点の溶出体積が減少した。 
 
 
Table 3-2  Comparison of properties between DEA (278, 12, 63)  
Particle and DEAE Sepharose® FF
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Fig. 3-7  Breakthrough curves of DEA and DEAE Sepharose FF beds as functions of space 
velocity.  DEA (278, 12, 63) bed: (○) SV 150 h-1 ; (△) SV 900 h-1 ; (□) SV 1500 
h-1 ; DEAE Sepharose® FF bed: (●) SV 150 h-1 ; (▲) SV 900 h-1 ; (■) SV 1500 
h-1. 
 
BSA動的吸着容量を Fig. 3-8 (a)に示す。DEA(278, 12, 63)カラムの動的吸着容量は，
25 mg/mL-bedであり，空間速度によらず一定であった。DEA基への BSAの拡散移動距
離が短いためである。一方，Sepharose カラムの BSA 動的吸着容量は，空間速度の増
加によって，18から 2 mg/mL-bedまで減少した。ビーズ内部のジエチルアミノエチル
(DEAE)基まで濃度勾配によって，BSA が拡散移動するため，空間速度が上昇すると，
吸着が間に合わなくなるためである。 
Tris-HCl緩衝液(pH 8.0)をそれぞれの充填層内に通液したときの圧力損失を Fig. 3-8 
(b)に示す。DEA(278, 12, 63)カラムの直線の傾きは，Sepharoseカラムのそれの 5倍大
きくなった。一般的に，溶出クロマト用充填剤に求められる性能は，高い動的吸着容量
および低い圧力損失である。DEA(278, 12, 63)カラムは，高い動的吸着容量を実証した。
しかしながら，圧力損失が高くなり,トレードオフの関係であった。 
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 Fig. 3-8  Comparison of dynamic binding capacities and operating pressures between 
DEA and DEAE Sepharose FF beds: (a) dynamic binding capacity and (b) 
operating pressure.  Symbols: (○) DEA (278, 12, 63) bed; (●) DEAE 
Sepharose® FF bed. 
 
3-4  結言 
 放射線グラフト重合法を適用して，ポリエチレン製非多孔性粒子を出発材料にしてア
ニオン交換ポリマーブラシを固定した粒子を作製した。得られた粒子をカラムに充填し
て，BSA 溶液および NaCl 溶液を流通させて，BSA の吸着と溶出をおこない，つぎの結
論を得た。 
(1) GMA カラムを溶液が通液するのに必要な圧力損失は，重合温度によらず一致し，
DEAカラムの圧力損失は，重合温度が低くなるにつれて増加した。 
(2) 重合温度および dg を 278 K および 12%に設定することによって，BSA 平衡吸着
容量は 31 mg/mL-bed に増加し，溶出率は 100%に達した。低い重合温度によっ
て，PE粒子表面に高分子量のポリマーブラシが付与されることで BSAの吸着部位
が増加し，さらに粒子表面への不可逆吸着が抑制された。 
(3) 重合温度が増加するほど，動的吸着容量の変化率の減少が大きくなった。 
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第Ⅱ部  タンパク質精製溶出クロマトによるポリマーブラシ搭載粒子の評価と応用 
 
第 4章   
カチオン交換粒子充填カラムを使ったタンパク質の溶出クロマト 
 
4-1 緒言 
 現在，日本や欧米では 20種類以上の抗体医薬が認可を受け，抗体医薬の開発は創薬研究
の中心となっている [1, 2]。抗体医薬は，低分子医薬に比べて薬効が高く，副作用が少な
いという理由から，肉体的・精神的な負担が小さく，ガンやリウマチなどの難治性疾患に
対して使用される。2007 年度における抗体医薬の売上高は医薬品売上高全体の約 4 割の
200 億ドルにのぼり，現在も増加傾向にある [3]。しかしながら，抗体医薬は低分子医薬
に比べて高価であることが問題となっている [4-6]。したがって，抗体医薬の製造コスト
の低減が，抗体医薬のさらなる普及のために，患者の経済的負担の軽減のために重要な課
題である。 
抗体医薬の製造プロセスは，抗体の産生，精製，および処方に分類され，製造コストの
うち，精製工程のコストが 80%を占める [7]。精製工程の中心を担う方法が溶出クロマト
である。主な溶出クロマトの種類として，アフィニティー，カチオン交換，およぶアニオ
ン交換が挙げられる。特にカチオン交換では，正に帯電した抗体および夾雑物を一旦吸着
させ，負に帯電した夾雑物と分離する。その後，溶出時の保持体積の差を利用して抗体と
夾雑物とを分離する。また，保持体積の差を有効に利用して分離するために，粒子状の吸
着材をカートリッジに充填してカラムとして使用する。製造コストを低減するためには，
溶出クロマトでの精製効率を高める必要がある [8]。 
例えば，溶出クロマトに使用されているイオン交換充填剤は，SOURCE® (GE Healthcare 
Co.)，POROS® (Applied Biosystems Co.)，および Fractogel® (Merck Co.)があり，それぞれ
が高速かつ高容量に高分離できる溶出クロマト用充填剤をめざして開発されている。しか
しながら，それらはトレードオフの関係であり，より高性能な溶出クロマト用充填剤が求
められる。 
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そこで本章では，第Ⅰ部で設計したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子を用いて，市
販のカチオン交換ビーズより，高い処理速度かつ処理量でタンパク質を溶出クロマト分離
できることを実証する。本章での目的は，次の 3 点である。(1) カチオン交換ポリマーブ
ラシ搭載粒子および市販ビーズを用いて，高い処理速度でのタンパク質の溶出クロマト分
離性能を比較すること，(2) カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子および市販ビーズを用
いて，タンパク質を高容量に負荷したときの溶出クロマト分離性能を比較すること，およ
び (3) カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の溶出クロマト分離のメカニズムを解析す
ることである。 
 
4-2 実験 
4-2-1 基材および試薬 
 基材として，ポリエチレン製の非多孔性粒子 (Ticona社製，以後，PE粒子) を使用した。
この粒子の平均粒子径は， 35 μm である。グリシジルメタクリレート  (GMA，
CH2=CCH3COOCH2CHOCH2) および亜硫酸ナトリウムをナカライテスク株式会社から購入
し，そのまま使用した。α-chymotripsinogen A (Mr 25 000, pI 9.2)， cytochrome C (Mr 12 400, 
pI 10.5)，および lysozyme (Mr 14 700, pI 11.2)を Sigma-Aldrich Japan 株式会社から購入
し，20 mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) に溶解させた。市販のカチオン交換ビーズとして
SOURCE® 30S (以後，SOURCE) ，POROS® 50HS (以後，POROS) ，および Fractogel® EMD 
SO3
- (s) (以後，Fractogel) をそれぞれ GE Healthcare 株式会社 Applied Biosystems 株式会
社，および Merck 株式会社から購入した。 
 
4-2-2 カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の作製 
 ポリエチレン製粒子 (以後，PE 粒子と略記) へのカチオン交換ポリマーブラシの固定化
は，(1) 電子線の照射，(2) GMAのグラフト重合，(3) エポキシ基へのスルホン酸基の導入，
(4) 残存エポキシ基の親水化の 4つの工程からなる(Fig. 4-1)。まず，ナイロン/ポリエチレ
ンラミネート製の袋 (生産日本社，ラミジップ，LZシリーズ)に，5 gの PE粒子を入れた。
袋を窒素雰囲気下にして密閉した後，ドライアイス上に 1 h 静置し，加速電圧および電子
線電流をそれぞれ 2.0 MeVおよび 20 mAの条件で 10 kGy相当の電子線を照射して，ラジ
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カルをつくった。電子線照射は，日本電子線照射サービス株式会社 (EBIS) に依頼した。
照射後は，193 Kの状態で保存した。 
 つぎに，電子線を照射した PE粒子を 2 vol% GMA/BuOH溶液に浸漬し，278 Kでグラフ
ト重合した。グラフト重合後の粒子の洗浄には，N，N-ジメチルホルムアミド (DMF) を用
いた。グラフト重合に伴う重量増加率をグラフト率として，式 (4-1) から算出した。本章
では，グラフト率 12%の粒子を使用した。 
 
グラフト率 [%] = 100 (W1 – W0)/W0                          (4-1) 
 
ここで，W0およびW1は，それぞれ PE粒子およびグラフト重合後の粒子の重量[g]である。 
さらに，グラフト重合によって粒子に付与されたポリマーブラシ中のエポキシ基の一部
をスルホン酸基(以後，SS 基)へ転化するため，亜硫酸ナトリウム/イソプロパノール/水 
(10/17/75 wt%) のスルホン酸溶液に 353 Kで 5 日間振とうした。エポキシ基からスルホ
ン酸基へのモル転化率を式 (4-2) から算出した。本章では，モル転化率が 50％の粒子を使
用した。 
 
エポキシ基から SS基へのモル転化率 [%] 
  = 100 [(W2 - W1)/82)] / [(W1 - W0)/142)]                  (4-2) 
 
ここで，W2は SS基導入後の粒子の重量 [g]である。また，82および 142は，それぞれ
H2SO3および GMAの分子量である。 
 最後に，タンパク質の非特異的吸着を抑制するために， SS 基導入後のポリマーブラシ
の残存エポキシ基をジオール基へ転化するため，0.5 M硫酸に 353 Kで 3 h浸漬した。得
られた粒子を SS粒子と呼ぶ。 
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Fig. 4-1  Immobilization scheme of cation-exchange polymer brush onto polyethylene 
particles. 
 
作製した SS粒子を内径および長さがそれぞれ 8.8および 60 mmのカラムに充填した。
充填層の高さは 10 mmに設定した。また，中和滴定によって，イオン交換した HClモル数
から SS粒子充填カラム中のイオン交換容量を次式から算出した。 
 
イオン交換容量 [mmol/mL-bed] = (HClのモル数)/(充填層体積)                (4-3) 
 
4-2-3  粒子充填カラムの lysの吸着 
 次の操作（1）から（4）の順に，SS粒子充填カラムに一定流量で下向きにそれぞれの液
を流した。 
（1） 平衡化操作：20 mMリン酸緩衝液（pH 6.0） 
（2） 吸着操作：1.0 g/L lys溶液 
（3） 洗浄操作：20 mMリン酸緩衝液（pH 6.0） 
（4） 溶出操作：1.0 M NaClを含むリン酸緩衝液 
 
カラム下端からの流出液をフラクションビンに連続的に採取した。各フラクションの吸光
度（280 nm）から lysを定量した。 
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 流出液中の lys濃度と流出液量との関係を示す曲線，すなわち破過曲線から，カラム体
積あたりの lysの動的および平衡吸着容量を，それぞれ式（4-4）および（4-5）に従って，
算出した。 
 
動的吸着容量 [mg/mL-bed] =  B
V
0 co
C)dV/V(C                      (4-4) 
 
ここで，C0および Cは，それぞれ供給液および流出液の lys濃度[mg/mL] である。Vおよ
び VB，は，それぞれ流出液量 [mL] および C = 0.1 C0となる流出液量 [mL]である。ここ
で，流通させる lys溶液の線速度を 300 cm/hに設定した。比較のため，市販ビーズ充填カ
ラムを使って同様の操作に従い，カラム体積あたりの lysの動的吸着容量を算出した。 
 
4-2-4  SS粒子を用いたタンパク質の溶出クロマト 
SS粒子を Tricorn 5/20 (GE Healthcare株式会社，断面積: 0.20 cm2) に高さが 2.5 cmと
なるように充填した。このカラムを SSカラムと呼ぶ。SSカラムを AKTAprime plus (GE 
Healthcare社) に接続して，次の 4段階の操作に対応する溶液を通液した (Fig. 4-2)。 
 
 
 
Fig. 4-2  Experimental apparatus for determination of resolution of proteins. 
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(1) 平衡化操作：20 mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) 
(2) 負荷操作：3種類のタンパク質 (chy，cyt，および lys) 混合溶液 (pH 6.0) 
(3) 洗浄操作：20 mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) 
(4) 溶出操作：20 mM リン酸緩衝液および 1.0 M NaCl リン酸緩衝液 (pH 6.0) 
平衡化および洗浄操作では，で 5 column volume (CV) 通液した。負荷操作では，2 mL通
液した。このとき，3種類のタンパク質の質量比を chy : cyt : lys = 3:4:3に設定した。ま
た，タンパク質の負荷量を 0.8～12 mg/mL-bedの範囲に設定した。溶出操作では，2種類
の溶液の混合比を変化させて通液した。このとき，通液量が 20 CVとなるまでに NaCl濃度
が 0～1.0 Mとなるように一定の勾配をかけて，カラム内の塩濃度を増加させた。また，溶
出操作の線速度を 150～600 cm/hの範囲に設定した。 
SS粒子充填カラム下端からの流出液の吸光度 (280 nm) を追跡して，クロマトグラムを
作成した。すべての操作は室温でおこなった。比較のため，SOURCE，POROS，および
Fractogelについてもカラムへ充填し，同様にクロマトグラムを作成した。SOURCE，POROS，
および Fractogelを充填したカラムをそれぞれ SOURCEカラム，POROSカラム，および
Fractogelカラムと呼ぶ。 
 
4-2-5 分離度および理論段高さの算出 
クロマトグラムにおいて隣り合うタンパク質間の分離の度合い，カラム効率，およびカ
ラム選択性を相対的に評価するため，分離度および理論段高さ (HETP) をそれぞれ式 
(4-4) および (4-5) によって定義し，算出した。 
 
分離度 [-] = ⊿t / {(WA+WB) / 2}          (4-5) 
 
  HETP [μm] = L / 5.54 (t / W1/2)
2              (4-6) 
 
ここで，⊿t ，WA，および WBはそれぞれ 2 つのピークの保持体積の差，ピーク A の幅，
およびピーク B の幅である。L，t，および W1/2はそれぞれ充填カラム高さ，保持体積，お
よびピークの半値幅である。 
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分離度が 1.5以上のとき，ピークが重ならず，100％分離（完全分離）できたことになる。
分離度が高すぎる場合は，分離操作での精製効率が低くなる。HETPは溶出したピークの広
がりを示す指標であり，小さいほどピークの広がりが小さく，他のピークと重なりにくく
なる。したがって，実際の精製プロセスでは，これらを考慮して分離度を評価する必要が
ある。本章では，chy/cytおよび cyt/lysの 2つの分離度を算出した。比較のため，SOURCE，
POROS，および Fractogelカラムについても同様に分離度を算出し，SSカラムと比較した。 
 
 
4-3 結果および考察 
4-3-1 カチオン交換充填剤の物性 
 SS粒子とカチオン交換ビーズとの物性の比較を Table 4-1に示す。滴定により算出した
SS粒子のカチオン交換容量は 0.36 mmol/mL-bedであり，カチオン交換ビーズと同等のカ
チオン交換容量であった。カチオン交換ビーズでは，平均粒子径 20～50 μm程度のビーズ
の細孔内部に SS基が分布している。一方で，SS粒子では，PE粒子表面のポリマーブラシ
にのみスルホン酸基が分布している。したがって，SS粒子は，カチオン交換ビーズに比べ
て，高密度に SS基が存在していると推察される。 
 
Table 4-1  Comparison of properties of sulfonic-acid –containing cation-exchangers 
 
第 4章  カチオン交換粒子充填カラムを使ったタンパク質の溶出クロマト 
 
 
- 56 - 
 
4-3-2  充填カラムの圧力損失 
 カチオン交換ビーズおよびSS粒子を充填した各カラム (断面積: 0.20 cm2，高さ: 2.5 cm) 
での線速度と圧力損失との関係を Fig. 4-3に示す。各カラムとも線速度の増加に伴い，操
作圧力が増加した。線速度と圧力損失との関係を示す直線の傾きの大きさは，SSカラム > 
Fractogel カラム > SOURCE カラム > POROS カラムの順であった。圧力損失は充填され
ている平均粒子径に反比例し，市販のカチオン交換ビーズについては平均粒子径の大きさ
が Fractogel (20～40 μm) < SOURCE (30 μm) < POROS (50 μm) の順であり，一致した。
一方で，SSカラムの圧力損失が最も大きくなった原因は，SS粒子のポリマーブラシ上に
SS基が付与されていて，SS基の荷電反発によってポリマーブラシが伸長し，粒子間の間
隔が狭くなるためと推察される。 
 
 
 
Fig. 4-3  Pressure loss as function of linear velocity.  Bed height: 2.5 cm; symbols: (○) SS bed; 
(△) SOURCE bed; (□) POROS bed; (▽) Fractogel bed. 
 
 
4-3-3  SS粒子充填カラムの動的吸着容量の流量依存性および塩濃度依存性 
SS粒子および市販ビーズ充填カラムへ線速度，すなわち流量を変化させたときの動的吸
着容量を Fig. 4-4 (a)に示す。線速度の増加とともに，市販ビーズ充填カラムの動的吸着
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容量は大きく減少した。一方，SS粒子充填カラムの動的吸着容量は，線速度の増加による
減少は小さかった。SS粒子は，カチオン交換基が粒子表面のポリマーブラシに付与されて
おり，拡散移動距離が短いことに起因している。 
つぎに SS粒子および市販ビーズ充填カラムへ供給するリゾチーム溶液中の NaCl濃度を
変化させたときの動的吸着容量を Fig. 4-4 (b)に示す。NaCl濃度の増加ともに，充填カラ
ムの動的吸着容量は減少した。吸着操作時のリゾチーム溶液中の NaCl濃度が増加すること
で，Naイオンが SS基のマイナス電荷を遮蔽し，プラス電荷を帯びているリゾチームが吸
着しにくくなるためである。しかしながら，SSカラムの動的吸着容量の減少勾配は，300 
mMの NaCl濃度まで小さかった。これは，NaCl濃度の増加によるリゾチームの表面電荷の
減少および SS基のマイナス荷電の遮蔽にもかかわらず，SS粒子表面に付与された高分子
量の長いポリマーブラシ上の SS基が，リゾチームの残存している表面電荷と静電相互作用
によって吸着するためである。すなわち，SS粒子は，リゾチームと多点で吸着しているこ
とを示唆している。 
 
                   
(a) Linear velocity                 (b) NaCl concentration in lysozyme solution 
 
Fig. 4-4  Effect of grafting temperature on dynamic binding capacity of several 
cation-exchange particle or beads as a function of (a) linear velocity and (b) NaCl 
concentration in lysozyme solution.  Symbols: (○) SS bed; (△) SOURCE bed; (□) 
POROS bed; (▽) Fractogel bed. 
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4-3-4 線速度に対するタンパク質の勾配溶出挙動 
 負荷量を 0.8 mg/mL-bedに設定して線速度を変化させたときのクロマトグラムを Fig. 
4-5に示す。すべてのカラムでカラム内の NaCl濃度の増加にともなって，3種類のタンパ
ク質が溶出した。緩衝液の pHと等電点との差が小さいタンパク質の方が表面電荷は弱く，
タンパク質と SS粒子およびカチオン交換ビーズとの静電相互作用は小さい。したがって，
等電点の小さい順にタンパク質が溶出するため，保持体積の小さいピークから順にそれぞ
れ chy，cyt，および lysである。線速度の増加にともないピーク幅が増加し，市販のカチ
オン交換ビーズ充填カラムでは，ピーク下方に重なりが見られた。一方で，SSカラムでは，
線速度 600 cm/hでも重なりは見られなかった。 
 
 
 
Fig. 4-5  Elution chromatograms for linear velocities of gradient eluent of 150 and 600 cm/h at 
loading amount of 0.8 mg/mL-bed: (a) 150 cm/h and (b) 600 cm/h. 
 
 クロマトグラムから算出した分離度を Fig. 4-6に示す。すべてのカラムで線速度の増加
にともない chy/cytおよび cyt/lysともに分離度が減少した。市販のカチオン交換ビーズ充
填カラムは，線速度 150 cm/hまで chy/cytおよび cyt/lysともに完全分離することができ
た。一方，SSカラムでは，線速度 600 cm/hのとき，chy/cytおよび cyt/lysの分離度が 2.3
および 1.9であり，線速度 600 cm/hまで完全分離できた。 
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Fig. 4-6  Resolution as function of linear velocity at loading amount of 0.8 mg/mL-bed: (a) 
chy/cyt pair and (b) cyt/lys pair.  Symbols: (○) SS bed; (△) SOURCE bed; (□) 
POROS bed; (▽) Fractogel bed. 
 
 
4-3-5  負荷量に対するタンパク質の勾配溶出挙動 
 線速度を 300 cm/hに設定して負荷量を変化させたときのクロマトグラムを Fig. 4-7に
示す。負荷量の増加にともないピーク幅が増加し，市販のカチオン交換ビーズ充填カラム
では，ピーク下方に重なりが見られた。一方で，SSカラムでは，負荷量 7.0 mg/mL-bed
でも重なりは見られなかった。 
第 4章  カチオン交換粒子充填カラムを使ったタンパク質の溶出クロマト 
 
 
- 60 - 
 
 
 
Fig. 4-7  Elution chromatograms for various loading amounts at linear velocity of 300 cm/h: (a) 
SS; (b) SOURCE; (c) POROS; (d) Fractogel beds. 
 
クロマトグラムから算出した分離度を Fig. 4-8に示す。すべてのカラムで負荷量の増加
にともない chy/cytの分離度が減少した。一方，cyt/lysの分離度は減少あるいは一定であ
った。設定した線速度では，市販のカチオン交換ビーズ充填カラムは，すべての負荷量で
chy/cytおよび cyt/lysともに完全分離することはできなかった。一方，SSカラムは，負荷
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量 7.1 mg/mL-bedまで chy/cytおよび cyt/lysともに完全分離でき，負荷量が 12 mg/mL-bed 
では，chy/cytおよび cyt/lysの分離度は 1.4および 2.7であり，高い分離度を達成した。 
 
 
 
Fig. 4-8  Resolution as function of loading amount at linear velocity of 300 cm/h: (a) chy/cyt 
pair and (b) cyt/lys pair.  Symbols: (○) SS bed; (△) SOURCE bed; (□) POROS bed; 
(▽) Fractogel bed. 
 
 
4-3-6  充填カラムのカラム効率および選択性 
充填カラム効率，すなわちピークの広がりを評価するために，負荷量を 0.8 mg/mL-bed
に設定させたときの異なる線速度で分離したときのクロマトグラムから算出した各タンパ
ク質での HETPを Fig. 4-9に示す。どの線速度においても，SSカラムの HETPが最も低く
なった。また，線速度が増加するとすべてのカラムの HETPの傾きが増加した。HETPの増
加の傾きを Table 4-2に示す。SSカラムの傾きが最も小さく，すなわち，線速度の増加に
よるピークの幅の広がりが小さいことを示している。非多孔性粒子表面に SS基を有したポ
リマーブラシが付与されているため，拡散移動距離が短いからである。一方，SOURCEお
よび Fractogelカラムでは，特定のタンパク質ピークでのHETPの傾きが異なった。これは，
SOURCEおよび Fractogelカラムでは，タンパク質の大きさや等電点などの特性によって，
分離性能が異なることを意味する。 
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Fig. 4-9  HETP of elution chromatography peaks for model proteins: (a) chy; (b) cht; (c) lys.  
Symbols: (○) SS bed; (△) SOURCE bed; (□) POROS bed; (▽) Fractogel bed. 
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Table 4-2  Comparison of slopes of the HETP as a function of linear velocity using 
sulfonic-acid-group-containig cation-exchanger packed-beds. 
 
 
 
つぎに，粒子充填カラムの選択性，すなわち種々の成分のピークが離れている度合いを
評価するために，負荷量を 0.8 mg/mL-bedに設定して線速度を変化させたときのクロマト
グラムから隣り合うピークの保持体積の差を Fig. 4-10に示す。chy/cytでの保持体積の差
は，SS カラム > Fractogel カラム > POROS カラム > SOURCE カラムの順で大きかった。
一方，cyt/lysでの保持体積の差は，SS カラム > POROS カラム > SOURCE カラム > 
Fractogel カラムの順で大きかった。市販のカチオン交換ビーズでは，分離するタンパク質
によって，選択性が異なり，目的のタンパク質によってビーズを選択する必要がある。一
方，SSカラムはどのタンパク質においても選択性が高かった。これは，高分子量の長いポ
リマーブラシが，タンパク質の表面電荷と立体的に多点で吸着するため，種々のタンパク
質の表面電荷の差を有効に利用できるからである。以上のことから，SSカラムは，タンパ
ク質の種類によらず，高い分離度が期待できる高性能な溶出クロマト用充填剤であること
が示唆された。 
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Fig. 4-10  Difference in retention volume as a functions of linear velocity at loading amount of 
0.8 mg/mL-bed: (a) chy/cyt pair and (b) cyt/lys pair.  Symbols: (○) SS bed; (△) 
SOURCE bed; (□) POROS bed; (▽) Fractogel bed. 
 
  以上のことから，SSカラムは，分離度を決める重要な因子であるカラム効率および選択
性の高い溶出クロマト用充填剤であることを実証した。 
 
 
4-4 結言 
非多孔性の PE粒子に放射線グラフト重合法を適用して，ポリマーブラシを付与し，その
後，SS基を導入して，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子 (SS粒子) を作製した。SS
粒子の吸着および溶出クロマト分離性能を chy，cyt，および lysを用いて評価した。以下
に得られた結論を示す。 
(1) SSカラムは，溶出クロマトにおいて溶出時の線速度 600 cm/h でも chy/cytおよび
cyt/lysの分離度はそれぞれ 2.3および 1.9であり，完全分離を達成した。 
(2) SSカラムは，溶出クロマトにおいて溶出時のタンパク質負荷量 12 mg/mL-bedでも
chy/cytおよび cyt/lysの分離度はそれぞれ 1.4および 2.7であり，高い分離度を達成し
た。 
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(3) SS粒子は，粒子表面にポリマーブラシが付与されており，タンパク質の拡散移動距離
が短い，かつタンパク質の表面電荷と立体的に多点で吸着する，カラム効率およびカラ
ム選択性の高い優れた溶出クロマト用充填剤であることを実証した。 
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第 5章 
圧力損失を軽減するためのポリマーブラシ搭載粒子の作製 
 
5-1  緒言 
 多成分系タンパク質溶液から目的のタンパク質を精製するために，溶出クロマトが利
用される [1, 2]。例えば，ビーズ状イオン交換樹脂を充填したカラムに，そのカラムの
タンパク質吸着容量の数パーセントに当たる量のタンパク質を，多成分系タンパク質溶
液を流通させて負荷する。その後，溶出液としての NaCl 溶液の濃度を連続的あるいは
段階的に増加させ，カラムからタンパク質を順に溶出し分離する。この溶出クロマトの
性能，特に，タンパク質の分離の度合い（分離度）は，カラムに充填する樹脂の特性，
カラムへのタンパク質総負荷量，溶出液の線速度などによって決定される [3]。 
 放射線グラフト重合法は高分子の改質方法の一つであり，高分子の材質や形状を広く
選べることが特長である [4-6]。第 2章では，ポリエチレン製非多孔性粒子を基材にし
て，放射線グラフト重合法を適用し，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子を作製した。
電子線の線量を変更することでタンパク質の吸着容量および溶出率の関係を見出だし，
さらに，短い拡散移動距離を有していることを実証した。また，第 3章では，重合温度
を下げることでポリマーブラシが高分子量になり，溶出率を下げずに，高容量に吸着で
きることを見出し，さらにタンパク質を高い保持力で吸着していることを実証した。そ
して，第 4 章では，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子が市販の多孔性ビーズより，
高い処理速度かつ処理量でもタンパク質を完全分離できることを実証した。 
 これまでに多くのタンパク質精製用カチオン交換ビーズが開発され，市販されている
[7-9]。なかでも，SOURCE®シリーズのビーズ（GEヘルスケア（株）製）が多用されて
いる。このビーズは真球状であるため，充填したカラムにかかる圧力損失が低い。一方，
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本研究で作製したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子は，充填高さを同一にすると，
SOURCE®ビーズに比べて，カラムの圧力損失が高くなる課題がある。高い圧力損失に
は高圧ポンプなどが必要となり，現行のシステムが使えなくなる [10]。 
そこで，本章では圧力損失を低減するために，（1）使用する非多孔性粒子を 35 μm
から 60 μmへ変更すること，（2）SOURCE®ビーズ充填カラムと同一の圧力損失になる
ように，粒子の充填高さを変更した。粒子径が小さくなることや充填高さが低くなるこ
とは，溶出クロマトでのタンパク質分離には不利になる。本章で提案するカチオン交換
ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムが，圧力損失を抑えながら，高い分離度を維持でき
ることを SOURCE®ビーズ充填カラムと比較した。本章の目的は，次の 3点である。（1）
粒子径 60 μm に非多孔性粒子に，放射線グラフト重合を適用して，ポリマーブラシ搭
載粒子を作製すること，（2）作製した粒子の物性を SOURCE®ビーズと比較すること，
および （3）同一の圧力損失に充填したカラムを用いて，タンパク質の分離性能を比較
することである。 
 
5-2  実験 
5-2-1  基材と試薬 
基材として，ポリエチレン製粒子（Ticona Japan（株）製，GUR 4050）を用いた。
この粒子の平均粒径は 60 μmである。グリシジルメタクリレート（GMA， CH2 = 
CCH3COOCH2CHOCH2）をナカライテスク（株）から購入し，そのまま使用した。α- 
chymotrypsinogen A（pI 9.2，Mr 25 000，以後，chyと略記），cytochrome C（pI 10.5，
Mr 12 400，以後，cytと略記），および lysozyme （pI 11.2，Mr 14 700，以後，lysと略
記）を Sigma-Aldrich (株) から購入した。この 3種類のタンパク質をリン酸緩衝液 （20 
mM Na2HPO4-NaH2PO4，pH 6.0）に溶かし，モデルタンパク質溶液を調製した。性能比
較のため，市販のカチオン交換ビーズとして SOURCE® 30Sを GE ヘルスケア （株）
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から購入した。その物性を Table 5-1に示す。 
 
Table 5-1  Comparison of properties between SS particle and SOURCE® 30S. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5-2-2  カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の作製 
カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の作製経路を Fig. 5-1 に示す。ポリエチレン
製粒子 (以後，PE粒子と略記) へのカチオン交換ポリマーブラシの固定化は，(1) 電子
線の照射，(2) GMAのグラフト重合，(3) エポキシ基へのスルホン酸基の導入，(4) 残
存エポキシ基の親水化の 4 つの工程からなる。まず，ナイロン/ポリエチレンラミネー
ト製の袋 (生産日本社，ラミジップ，LZシリーズ)に，ポリエチレン製粒子（以後，PE 
粒子と略記）を 5 g入れた。袋を窒素雰囲気下にして密閉した後，ドライアイス上に 1 
h静置し，加速電圧および電子線電流をそれぞれ 2.0 MeVおよび 20 mAの条件で 50 kGy
相当の電子線を照射して，ラジカルをつくった。電子線照射は，日本電子線照射サービ
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ス株式会社 (EBIS) に依頼した。照射後は，193 Kの状態で保存した。 
つぎに，電子線を照射した PE粒子を 5 (V/V)% GMA/BuOH溶液に浸漬し，278 Kで
グラフト重合した。グラフト重合後の粒子の洗浄には，N，N-ジメチルホルムアミド 
(DMF) を用いた。グラフト重合に伴う重量増加率をグラフト率として，式（5-1）にし
たがって，算出した。 
 
グラフト率 [%] = 100 （W1 - W0）/W0                               （5-1） 
 
ここで，W0およびW1は，それぞれ PE粒子およびグラフト重合後の粒子の重量 [g] で
ある。このグラフト重合によって得られた粒子を GMA粒子と呼ぶ。本研究では，グラ
フト率を 10%に設定した。基材となる PE粒子の平均粒子径を 35 μmから 60 μmへ変
更することで比表面積が 42％低下する。比表面積の低下は，グラフト重合時に効率的
にポリマーブラシの付与，すなわちグラフト率が増加しにくいため，線量および GMA
濃度をそれぞれ 50 kGyおよび 5 (v/v)%に設定した。 
 
 
 
Fig. 5-1  Immobilization scheme of cation-exchange polymer brush 
onto polyethylene particle. 
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さらに，GMA粒子のポリマーブラシ中のエポキシ基の一部をスルホン酸基（以後，SS
基と略記）へ転化するため，GMA 粒子を亜硫酸ナトリウム/2-プロパノール/水 = 
10/15/75（w/w/w） %溶液に 353 Kで浸した。エポキシ基から SS基へのモル転化率を
式（5-2）に従って，算出した。 
 
エポキシ基から SS基へのモル転化率 [%] 
=100 [（W2 - W1）/82]/[（W1 - W0）/142]                              （5-2） 
 
ここで，W2は SS基導入後の粒子の重量 [g] である。また，82および 142は，それぞ
れ H2SO3および GMAの分子量である。本研究では，モル転化率を 42%に設定した。 
 最後に，SS基を導入した粒子を 0.5 M 硫酸に 353 kで 2時間浸漬し，残存エポキシ
基を diol 基へ転化した。得られた粒子を SS粒子と呼ぶ。 
 
5-2-3  カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の物性の測定  
5-2-3-1  粒子充填カラムのイオン交換容量の算出 
次の操作（1）から（3）の順に，SS粒子充填カラム（断面積 0.61 cm2，充填高さ 1.0 
cm）に一定流量で下向きにそれぞれの液を流した。 
（1） 再生操作：1 M 塩酸 
（2） 洗浄操作：純水 
（3） 溶出操作：1 M NaCl溶液 
溶出操作時のカラム下端からの流出液を全量採取し，中和滴定をおこない，流出液中の
HClモル数を求めた。そこから， SS粒子充填カラムのイオン交換容量を式（5-3）に従
って，算出した。 
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イオン交換容量 [mmol/mL-bed] =（流出液中の HClモル数）/ VC       (5-3) 
 
ここで，VC は充填カラム体積 [mL] である。比較のため，SOURCE 30S充填カラムを
使って同様の操作に従い，イオン交換容量を算出した。 
 
5-2-3-2  粒子充填カラムの圧力損失の測定 
SS粒子および PE粒子充填カラムに 20 mMリン酸緩衝液（pH 6.0）を，線速度 500
~2000 cm/hで通液し，操作圧力を測定した。 
 
5-2-4  粒子充填カラムの lysの吸着および溶出 
 次の操作（1）から（4）の順に，SS粒子充填カラムに一定流量で下向きにそれぞれ
の液を流した。 
（1） 平衡化操作：20 mMリン酸緩衝液（pH 6.0） 
（2） 吸着操作：1.0 g/L lys溶液 
（3） 洗浄操作：20 mMリン酸緩衝液（pH 6.0） 
（4） 溶出操作：1.0 M NaClを含むリン酸緩衝液 
カラム下端からの流出液をフラクションビンに連続的に採取した。各フラクションの吸
光度（280 nm）から lysを定量した。 
 流出液中の lys濃度と流出液量との関係を示す曲線，すなわち破過曲線から，カラム
体積あたりの lysの動的および平衡吸着容量を，それぞれ式（5-4）および（5-5）に従
って，算出した。 
 
動的吸着容量 [mg/mL-bed] =  B
V
0 co
C)dV/V(C                   (5-4) 
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平衡吸着容量 [mg/mL-bed] =  E
V
0 co
C)dV/V(C                           (5-5)  
 
ここで，C0および Cは，それぞれ供給液および流出液の lys濃度[mg/mL] である。V，
VB，および VEは，それぞれ流出液量 [mL] ，C = 0.1 C0となる流出液量 [mL] ，およ
び C = 0.98 C0となる流出液量 [mL] である。ここで，流通させる lys溶液の線速度を
300 cm/hに設定した。比較のため，SOURCE® 30S充填カラムを使って同様の操作に従
い，カラム体積あたりの lysの動的および平衡吸着容量を算出した。 
 平衡吸着容量から，理論単層吸着容量および積層数を，それぞれ式（5-6）および（5-7）
に従って，算出した。 
 
理論単層吸着容量 [mg/mL-bed] = av Mr /（a NA） 
              (5-6) 
 
積層数 [-] = （平衡吸着容量）/（理論単層吸着容量）                 (5-7) 
 
ここで，avは粒子が均一に最密充填（充填率 74%）したときのカラム体積あたりの SS
粒子の表面積（0.074 m2/mL-bed）である。また，Mr，a，および NAは，それぞれ，lys
の分子量（14 400），lys１分子の end-on および side-on型吸着を仮定して算出される
占有面積の平均値（1.6 × 10-17 m2），およびアボガドロ定数（6.02×1023）である。ま
た，積層数からポリマーブラシの有効長を式（5-8）に従って，算出した。 
 
ポリマーブラシの有効長 [μm] 
   =（タンパク質１分子の高さ）×（積層数）             (5-8) 
 
ここで，タンパク質１分子の高さは，lysの end-on（4.0 nm）および side-on（5.0 nm）
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型吸着での平均値（4.5 nm）である。 
 
5-2-5  3種類のモデルタンパク質の溶出クロマト 
SS粒子充填カラム（断面積 0.20 cm2，充填高さ 1.5 cm）に，次の操作（1）から（4）
の順にカラム上端から下端へそれぞれの液を流した。 
（1）平衡化操作：20 mM リン酸緩衝液（pH 6.0） 
（2）負荷操作： 0.2-4.0 mg chy/cyt/lys混合溶液 
（3）洗浄操作：20 mM リン酸緩衝液（pH 6.0） 
（4）勾配溶出操作：0-1.0 M NaClを含むリン酸緩衝液  
カラム下端からの流出液の吸光度（280 nm）を連続的に測定し，溶出クロマトグラム
を作成した。 
 作成した溶出クロマトグラムから分離度を式（5-9）に従って，算出した。 
 
分離度 [-] = ⊿t / {(WA+WB) / 2}                     （5-9） 
 
ここで，⊿t ，WA，およびWBはそれぞれ 2つのピークの保持体積の差，ピーク Aの幅，
およびピーク Bの幅である。chy/cyt/lys混合溶液の組成を重量比で chy：cyt：lys = 3：
4：3とした。また，上記の操作（2）でカラムに負荷したタンパク質の総量をタンパク
質総負荷量 [mg] と呼ぶ。比較する充填カラムのカラム体積が異なるため，第 4章と
異なる単位を用いた。比較のため，SOURCE® 30S充填カラム（充填高さ 2.5 cm）を使
って同様の操作に従い，溶出クロマトグラムを作成し，そこから分離度を算出した 。 
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5-3  結果と考察 
5-3-1  カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の物性 
 SS粒子および SOURCE® 30Sの粒子表面を観察した（Fig. 5-2）。SS粒子は表面に凹
凸があり，楕円状であった。一方，SOURCE® 30Sは真球であった。 
 
 
Fig. 5-2  SEM images of SS-diol particle and SOURCE® 30S. 
 
 SS および PE粒子充填カラムに，線速度を変えて，リン酸緩衝液を流通させたとき
の圧力損失を Fig. 5-3に示す。SS 粒子の圧力損失は PE粒子の 3倍となった。これは，
SS粒子のポリマーブラシが荷電反発によって伸長し，粒子間の空隙を埋めているため
である。 
SS粒子充填カラムに lys溶液を流通させ，破過曲線を得て，カラム体積あたりの lys
の動的および平衡吸着容量を算出した （Table 5-1） 。SS粒子充填カラムはカラム体
積あたりの lysの動的および平衡吸着容量は，SOURCE® 30S充填カラムのそれより低
く，それぞれ 30および 33 %に相当した。これは，SS粒子は非多孔性粒子であるため，
カラム体積あたりにタンパク質が吸着可能な面積が小さいのに対して，SOURCE® 30S
は多孔性粒子であるため，カラム体積あたりにタンパク質が吸着可能な面積が大きいか
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らである。Lysの平衡吸着容量から，式（5-7）および（5-8）に従って算出した積層数
およびポリマーブラシの有効長は，それぞれ 250および 1.1 μmであった。 
 
 
 
Fig. 5-3  Pressure loss as function of linear velocity.  Bed cross-sectional area: 0.61 cm2; 
height: 1.0 cm; symbols: (○) SS particle; (△) PE particle. 
 
SS 粒子充填カラムは SOURCE® 30S充填カラムに比べて，圧力損失が高かった。ポ
ンプおよびカラムの耐圧性能を考慮して分離性能を比較するためには，圧力損失をそろ
えることが公平である。そのため，同一の圧力損失となるように SS粒子および
SOURCE® 30Sをそれぞれ 1.5および 2.5 cmの高さまでカラムに充填し，以後の実験を
おこなった。 
 
5-3-2  分離度と線速度および負荷量との関係 
さまざまな線速度における溶出クロマトグラムを Figs. 5-4（a）および（b）に示す。
また，さまざまなタンパク質の負荷量における溶出クロマトグラムを Figs. 5-5（a）
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および（b）に示す。ここで，（a）が SS 粒子充填カラム，（b）が SOURCE® 30S充填
カラムの溶出クロマトグラムである。設定した線速度（150~600 cm/h）およびタンパ
ク質総負荷量（0.4~4.0 mg）の範囲で，SS 粒子充填カラムは SOURCE® 30S充填カラ
ムに比べて，第１ピーク（chy のピーク）と第 2 ピーク（cyt のピーク）とのピーク間
隔が，ともに 1.9倍であった（Figs. 5-4および 5-5）。また，第 2ピーク（cytのピー
ク）と第 3 ピーク（lys のピーク）とのピーク間隔が，それぞれ 1.6 および 1.5 倍であ
った（Figs. 5- 4および 5-5）。すなわち，SS 粒子充填カラムは，SOURCE® 30S充填カ
ラムに比べて，2つのピーク間隔が大きいことがわかった。 
 
 
 
 
 
Fig. 5-4  Elution chromatograms for various linear velocities at total protein loads of 0.8 mg:  
(a) SS particle; (b) SOURCE® 30S. 
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Figs. 5-4および 5-5の溶出クロマトグラムから式（5-9）を使って分離度を算出し，
それぞれ Figs. 5-6（a）と（b）および Figs. 5-7（a）と（b）に示す。（a）が chy/cyt，
（b）が cyt/lysの組み合わせの分離度である。どちらの組み合わせでも，SS 粒子充填
カラムの分離度は SOURCE® 30S充填カラムのそれを上回った。さらに，SS 粒子充填
カラムは，完全分離に相当する分離度 1.5を設定した線速度の範囲（150~600 cm/h）
で達成した。また，SS 粒子充填カラムは完全分離に相当する分離度 1.5をタンパク質
総負荷量 2.0 mgでも達成した。 
SS 粒子が分離度の点で優位である理由を考察する。SS 粒子のカチオン交換ポリマ
ーブラシは SS 基同士の荷電反発によって伸長しているため，ポリマーブラシ上の SS
基がタンパク質の表面電荷と立体的に多点で吸着する。すなわち，タンパク質 1分子あ
たりに吸着するカチオン交換基の数が多くなる。また，非多孔性粒子表面にポリマーブ
ラシが付与されているため，カチオン交換基から溶出したタンパク質が，ビーズ間の対
流までの濃度勾配で移動する拡散移動距離が短くなる。以上の 2点から，タンパク質の
Fig. 5-5  Elution chromatograms for various total protein loads:  
(a) SS particle; (b) SOURCE® 30S. 
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等電点の差が強く反映され，SS 粒子は静電相互作用に基づいてピーク間隔を大きくで
き，かつ拡散移動距離の差が短いため，ピーク幅が狭くでき，溶出クロマトにおいて，
分離能が低下する原因である（1）粒子径の増大，および（2）充填高さの低減をしても，
分離度が優れている。 
 
 
Fig. 5-6  Resolution as function of linear velocity: (a) chy/cyt and (b) cyt/lys.  Symbols: 
(○) SS particle; (△) SOURCE® 30S. 
 
 
Fig. 5-7  Resolution as function of total protein load: (a) chy/cyt and (b) cyt/lys.  
Symbols: (○) SS particle; (△) SOURCE® 30S. 
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5-4  結言 
 平均粒子径が 60 μmの非多孔性の PE粒子に放射線グラフト重合法を適用して，ポリ
マーブラシを付与し，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子 (SS粒子) を作製した。
SS粒子の物性および溶出クロマトによる分離性能を chy，cyt，および lysを用いて評価
した。以下に得られた結論を示す。 
(1) 平均粒子径 60 μmの PE粒子に放射線グラフト重合によって，ポリマーブラシを付
与し，続けてポリマーブラシに SS 基を導入して，カチオン交換ポリマーブラシ搭
載粒子（SS 粒子）を作製した。 
(2) SOURCE® 30Sに比べ，SS 粒子は表面に凹凸が認められ，また SS粒子の方が，粒
子径が大きいにもかかわらず，圧力損失が高いことを確認した。 
(3) タンパク質総負荷量を 0.4 mgに設定して，溶出液の線速度を 150から 600 cm/h
までの範囲で変化させたとき，および線速度を 300 cm/hに設定して，タンパク質
総負荷量を 0.4 から 4.0 mgまでの範囲で変化させたときの SS 粒子充填カラムの
分離度は，SOURCE® 30S充填カラムのそれを上回った。 
本研究によって，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子（SS 粒子）を溶出クロマトに
用いたとき，市販のカチオン交換ビーズ（SOURCE® 30S）に比べて，高い線速度およ
び高いタンパク質総負荷量でタンパク質の完全分離を達成できることが示された。今後，
カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子の抗体精製プロセスへの利用を期待できる。 
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第 6章  結論 
 
6-1  各章の要約 
本項では，実験による成果である第 2 章から第 5章までを以下にまとめた。 
 
第 2 章  照射線量がポリマーブラシの密度へ与える影響 
  ポリエチレン製の非多孔性粒子に電子線の線量を変えてポリマーブラシをグラフト
重合し，その後，カチオン交換基を導入した。リゾチームの平衡吸着容量から，付与さ
れたポリマーブラシの密度を考察した。線量を 10～200 kGy 範囲に設定してグラフト
重合すると，50～200 kGy の範囲までは，リゾチームの平衡吸着容量がほぼ一定であっ
たのに対して，10～20 kGy の範囲では平衡吸着容量が増加した。これは，リゾチーム
がポリマーブラシの深部まで侵入できるポリマーブラシ密度になるためであると推察
された。しかしながら，吸着したリゾチームの溶出率が減少した。また，グラフト率の
減少は，リゾチームの平衡吸着容量を増加させた。リゾリームの平衡吸着量がもっとも
高く，溶出率が 100％の条件で作製したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子を用いて，
市販のカチオン交換ビーズと吸着性能を比較した。粒子または，ビーズを充填したカラ
ムの圧力損失は，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムのほうが，市販のカ
チオン交換ビーズ充填カラムより高かった。リゾチーム溶液の供給する空間速度を変え
たときの動的吸着容量は，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムは一定なの
に対して，市販のカチオン交換粒子充填カラムでは，動的吸着容量は減少した。このこ
とから，カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子は，タンパク質の高速回収に優れている
ことが示された。 
 
 
第 6章  結論 
 
- 82 - 
 
第 3 章  重合温度がポリマーブラシの長さへ与える影響 
  タンパク質の溶出クロマト用充填剤として，さらなる高容量化をめざして，放射線グ
ラフト重合法時の作製条件の検討をおこなった。グラフト重合時の温度を変えることで，
ポリマーブラシの長さの変更を試みた。グラフト重合したポリマーブラシ搭載粒子にア
ニオン交換基を導入して，BSA の吸着性能を比較した。その結果，低温でグラフト重合
するほど，緩衝液の送液時にアニオン交換ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムへかかる
操作圧力が高くなり，また，BSA の平衡吸着容量が高くなった。この結果から，粒子表
面のポリマーブラシが長く生長していると推察された。さらに，低温で重合して作製し
た DEA 粒子のほうが，NaCl を溶解した BSA 溶液の動的吸着容量の変化率が小さく，BSA
との静電相互作用が強いことが推察された。市販のアニオン交換ビーズを用いて，吸着
性能を比較すると，市販のアニオン交換ビーズでは，タンパク質の供給流量を上げると，
動的吸着容量が低下したのに対して，作製したアニオン交換ポリマーブラシ搭載粒子で
は，動的吸着容量を維持できた。 
 
第 4 章  カチオン交換粒子充填カラムを使ったタンパク質の溶出クロマト 
  タンパク質のハイスループット精製のために，放射線グラフト重合を適用し，第 2お
よび 3 章で検討した作製条件を適用することで溶出クロマトとして分離性能に優れた
カチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子を作製した。得られたカチオン交換ポリマーブラ
シ搭載粒子の溶出クロマトでの分離性能を 3 種の市販カチオン交換ビーズの分離性能
と比較した。その結果，作製したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムは，
市販のカチオン交換ビーズ充填カラムより，高い処理速度かつ処理量でもタンパク質を
分離できることを実証した。また，分離メカニズムを解析すると，作製したカチオン交
換ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムは，(1) タンパク質を捕捉するポリマーブラシが
粒子表面に付与されているため，拡散移動距離が短く，タンパク質の溶出ピークの幅が
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狭くなること，すなわち，カラム効率が上がること，および(2) ポリマーブラシがタン
パク質の表面電荷と立体的に多点で吸着し，タンパク質の等電点の差が反映されて保持
体積が広がること，すなわち，カラムの選択性が上がること，の 2つの利点があること
がわかった。 
 
第 5 章  圧力損失を軽減するためのポリマーブラシ搭載粒子の作製 
  第 4 章までに作製したポリマーブラシ搭載粒子充填カラムは，市販のカチオン交換ビ
ーズ充填カラムと比べて，圧力損失が高いことがわかった。この課題を解決するために，
60 μm の粒子径をもつ PE 粒子にグラフト重合を適用して，カチオン交換ポリマーブラ
シ搭載粒子を作製した。また，市販のカチオン交換ビーズ充填カラムの圧力損失と同一
の圧力損失になるようにカラムへの充填高さを低減した粒子充填カラムを作製し，タン
パク質の溶出クロマト分離性能を比較した。その結果，市販のカチオン交換ビーズ充填
カラムよりもカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子のほうが，高い分離能を示した。60 
μm の粒子を用いて作製したカチオン交換ポリマーブラシ搭載粒子は，分離能が低下す
る原因である（1）粒子径の増大，および（2）充填高さの低減をしても，分離度の点で
優れていることを実証した。 
 
 
6-2  本研究の成果 
  本項では，本研究によって得られた成果を工学的および学術的側面から述べた。 
 
6-2-1  工業的な研究成果 
  タンパク質の溶出クロマト用充填剤において，高い処理速度かつ処理量においても高
い分離度を達成したことは，バイオ医薬品のハイスループット精製に有益な成果をもた
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らした。また，本研究が汎用性のある粒子を用いたことも重要である。現在，タンパク
質精製設備で使用している溶出クロマト用充填剤はビーズが主であり，充填するカラム
へ本研究の粒子を容易に導入できる。粒子充填カラムの圧力損失の課題については，分
離能を低下する原因になる粒子径の増大および充填高さの低減でも本研究の粒子充填
カラムが十分にタンパク質を分離できることを実証し，解決した。以上のことから，急
速に発展しているバイオ医薬品産業へすぐに適用できる成果を得た。 
 
6-2-2  学術的な研究成果 
タンパク質を“高速”かつ“高容量”でも分離できるために，タンパク質を保持する
ポリマーブラシの形状に着目した。グラフト重合の作製条件を変更し，タンパク質吸着
性能から，ポリマーブラシの密度および長さについて考察し，電子線の照射線量を検討
することでポリマーブラシの密度を最適化し，グラフト重合の重合温度を検討すること
でポリマーブラシの長さを最適化した。また，タンパク質の溶出クロマトによるクロマ
トグラムを解析することで，ポリマーブラシ搭載粒子の分離性能の因子であるカラム効
率およびカラム選択性がともに優れていることを見出した。タンパク質精製での溶出ク
ロマトで求められる高性能な充填剤を作製した。 
 
6-3  展望 
  本項では，ポリマーブラシ搭載粒子の実用化に向けて，今後，検討が必要な実施項目
をまとめた。 
 
6-3-1  粒子に付与されたポリマーブラシの定量的な解析 
  グラフト重合条件を変更することでポリマーブラシ搭載粒子を作製し，吸着や溶出ク
ロマト分離性能からポリマーブラシの密度および長さを考察した。Tsuneda らは，多孔
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性中空糸膜を用いて透過流束やタンパク質の吸着容量を評価し，ポリマーブラシの形成
部位を見積もっている [1]。また，基材内部に存在するグラフト高分子鎖であるポリマ
ールーツおよびポリマーブラシの形成比率を見積もる手法が確立されている [2]。この
手法をポリマーブラシ搭載粒子に適用することで，より詳しくポリマーブラシの密度や
長さの考察を進めることができる。 
 
6-3-2  他の分離モードでのポリマーブラシ搭載粒子の作製 
  本論文では，イオン交換を分離モードとした分離材料を作製した。バイオ医薬品の精
製において，アフィニティ，疎水性相互作用，サイズ排除などのモードがある。例えば，
アフィニティモードにおいて，官能基がタンパク質などの高分子になるため，付与する
ときのポリマーブラシの密度および長さが重要になる。これらのモードに対して，ポリ
マーブラシ搭載粒子を作製することで，バイオ医薬品精製のさらなるハイスループット
精製につながる。 
 
6-3-3  実液を用いた精製による実証試験 
  本論文では，ポリマーブラシ搭載粒子充填カラムのモデルタンパク質分離について高
い分離度が確認された。そこで，実用的に優れた分離材料であることを実証するために，
例えば，抗体精製におけるカチオン交換クロマト工程で，本論文で作製した粒子を適用
して分離性能を評価する必要がある。それによって，実用的に優れた分離材料の実証が
できる。 
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も何度もご指導いただき，誠にありがとうございました。また，帰宅方面が同じである
こともあり，何度も一緒に帰宅させていただいた際には，社会における大学および研究
室の経営話，卒業していった先輩後輩の方々のお話などをお聞きすることができて，修
士の頃とは違った視点で大学や研究室を見ることができ，視野が広くなったように感じ
ました。今後，研究者として，社会に貢献できるような仕事をしていきます。今まで本
当にありがとうございました。心より感謝しております。今後ともよろしくお願いいた
します。 
  梅野太輔准教授には，研究のご助言，ご指摘をいただきました。筆者の考えとは，異
なった角度から，さまざまな提案をいただきました。そのおかげで，筆者の研究に対す
る見方が大きく変わりました。学位審査では副査の立場からご助言およびご教示をして
いただき本当にありがとうございました。心より感謝しております。今後ともよろしく
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お願いします。 
  千葉大学の町田基教授には主査の立場から，赤染元浩教授，串田正人准教授には，副
査の立場から，ご助言およびご教示をいただきました。予備審査および本審査を経て，
研究に対して理解を深めることができました。本当にありがとうございました。 
  千葉大学の片山栄作先生には，公開論文審査会では，数多くのご質問およびご意見を
いただきました。たいへんありがとうございました。机上で考えることも重要ですが，
まず実験をしてみることも重要であるというお言葉に非常に感銘いたしました。評論家
にならないように，実験をおこない，データで示せる研究者になれるように日々，精進
いたします。 
  旭化成ケミカルズ(株)マイクローザ技術開発部の久保田昇さん，古本五郎さん，白瀧
浩伸さん，篠原直志さんには，本研究のテーマの提供にはじめ，基材の提供，さらには，
実験装置を貸していただき，たいへんお世話になりました。遅くなりましたが，無事に
研究成果を論文としてまとめ上げることができました。本当にありがとうございました。
弊社でも御社の製品は使用させていただいております。今後，一緒に仕事をする機会が
あるときは何卒よろしくお願いいたします。 
  日本電子照射サービス(株)の皆様には，研究の核となるグラフト重合をおこなうにあ
たり，多くのご協力を頂きました。特に竹原淳さんには，無理な条件での照射依頼にも
対応していただき，たいへんありがとうございました。 
  研究室の先輩である関谷裕太さん，後輩である原山貴登くん，和田剛くん，岡村雄介
くん，染谷孝明くん，新出拳くんには，本論文をまとめあげるためにたいへん尽力して
いただき，たいへんお世話になりました。関谷裕太さんとは 2006年 4月の出会いから，
同じテーマのもとで，毎日，よきものづくりを目標に一緒に研究してきました。本当に
ありがとうございます。今後も，公私にわたってご迷惑をおかけすることもあるかもし
れませんが，今後ともよろしくお願いします。原山貴登くん，和田剛くん，岡村雄介く
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ん，染谷孝明くん，新出拳くんには，博士課程に進学後，筆者が社会人学生でなかなか
実験時間を取れない中，代わりに重要なデータを多数出していただき，非常に感謝して
おります。また，休日や夜遅い時間に急な依頼をした際も，迅速に対応していただき，
本当にありがとうございました。同じテーマのもと，個性豊かな仲間と一緒に研究がで
きて非常に嬉しかったです。今後ともよろしくお願いします。 
博士後期課程の先輩である三好和義さん，石原量さんには，博士後期課程に進学する
にあたり，ご相談にのっていただき，さらにはアドバイスをくださり，本当にありがと
うございました。特に，石原さんには，国際学会でのプレゼンの心得や資料の作り方な
ど，研究発表におけるアドバイスをしていただき，そのおかげで自信をもって発表に臨
むことができました。たいへんありがとうございました。 
研究室の後輩である方波見彰仁くん，古林真衣子さん，李伶さん，富永将大くん，杉
山まいさん，内山翔一郎くん，梶原順くん，海野理くん，平山雄祥くん，河野通堯くん
には，仲良くしていただき，時には大学の事務手続き等の対応をしていただき，ありが
とうございました。後輩の皆さんが仲良く接してくださったので，研究室旅行やフット
サル大会へ参加できたと思っています。何人かはすでに社会人として，活躍していると
伺っております。今後のご活躍も期待しております。定期的に集まって，情報交換や昔
話をしましょう。本当にありがとうございました。 
 会社の上司である橋本浩室長，高橋善昭 前 GL，岩崎正規 現 GL，花岡幸司 TL には，
筆者の都合で有給休暇を何日も取得させていただき，たいへんありがとうございました。
博士後期課程で培った研究者として考えや知識を会社で大いに役立てていきます。今後
ともよろしくお願いいたします。 
  家族には精神的なサポートをしていただき，たいへんありがとうございました。その
おかげで，社会人と学生の両立ができたと思います。今後は，安心させられるような吉
報を届けられるようにします。今しばらくお待ちください。 
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  最後に，この研究を進めるうえで，公私ともに私を助け支えになってくださったすべ
ての方に心より感謝します。 
 
平成 25年 7月 
 
霜田 祐一 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
